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Р Е Ф Е Р А Т

В предложенной диссертации разработан новый теоретический подход к изучению

закономерностей популяционной динамики штаммов микроорганизмов, содержащих ре-

комбинантные плазмиды в условиях управляемого культивирования. Подход основан на

математических моделях, описывающих динамику распределения численности бактери-

альных клеток, содержащих различное число копий плазмид, в популяции микроорганиз-

мов. В результате теоретического анализа и экспериментальных исследований показано,

что стабильность (длительность поддержания) плазмидсодержащих штаммов микро-

организмов при периодическом и непрерывном культивировании определяется в зна-

чительной степени копийностью рекомбинантных плазмид в клетках-хозяевах и эф-

фективностью экспрессии клонированных в плазмидах генов.

Диссертация состоит из введения, четырех глав, заключения, выводов и списка ли-

тературы. Работа изложена на 160 страницах машинописного текста, содержит 38 ри-

сунков и 3 таблицы. Список литературы включает 253 источника, из них 214 на ино-

странном языке. По материалам диссертации опубликована 21 работа, из них 4 статьи в

центральных журналах.
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В В Е Д Е Н И Е

АКТУАЛЬНОСТЬ ПРОБЛЕМЫ. В последние годы все большее распространение в

биологических науках получают количественные методы. Анализ математических моде-

лей и предсказания, основанные на этих моделях, часто позволяют не только объяснить

наблюдаемый феномен, но и предложить дальнейшие эксперименты для его более глубо-

кого понимания. Изучение популяционной динамики плазмид микроорганизмов в различ-

ных условиях управляемого культивирования является важной теоретической и приклад-

ной задачей по ряду причин. Прежде всего, многие природные плазмиды определяют ус-

тойчивость к различного рода антибиотикам (R плазмиды). Приобретение таких плазмид

патогенными микроорганизмами приводит к многочисленным осложнениям у инфициро-

ванных пациентов при использовании традиционных методов лечения (с использованием

антибиотиков). Понимание механизмов поддержания R плазмид в клетках-хозяевах в ес-

тественных и лабораторных условиях - это первый шаг к направленному снижению анти-

биотико-устойчивости среди природных плазмидсодержащих бактерий, а, следовательно,

к увеличению эффективности лечения инфекционных заболеваний с помощью антибио-

тиков. В то же время плазмиды широко используются как векторы при конструировании

рекомбинантных штаммов-продуцентов, которые в дальнейшем применяются в биотехно-

логическом производстве целого ряда различных биологических соединений, в том числе,

аминокислот, ферментов, гормонов и др., с их помощью разрабатываются также вакцины

против вирусных инфекций (например, ВИЧ). Исследование причин нестабильности ре-

комбинантных плазмид микроорганизмов необходимо для повышения продуктивности

биотехнологических процессов. Настоящая работа посвящена изучению особенностей по-

пуляционной динамики плазмидсодержащих штаммов при учете наличия нескольких ко-

пий плазмиды в клетках микроорганизмов.

ЦЕЛЬ И ЗАДАЧИ ИССЛЕДОВАНИЯ. Целью настоящей работы является разработка

теоретического подхода к изучению закономерностей популяционной динамики микро-

организмов, содержащих многокопийные рекомбинантные плазмиды, в различных усло-

виях управляемого культивирования.
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ОСНОВНЫЕ ЗАДАЧИ ИССЛЕДОВАНИЯ:

1.  Разработать математическую модель динамики численности многокопийных плаз-

мид в популяции бактериальных клеток при управляемом культивировании.

2.  С помощью математической модели проанализировать особенности популяцион-

ной динамики нестабильных штаммов микроорганизмов, содержащих многокопийные ре-

комбинантные плазмиды, в различных условиях управляемого культивирования.

ОСНОВНЫЕ МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ. В работе использовались методы мате-

матического моделирования динамики численности биологических популяций, построе-

ние и реализация детерминированных моделей в обычных и частных производных, ко-

нечно-разностные схемы для системы дифференциальных уравнений в частных производ-

ных, методы качественной теории дифференциальных уравнений, экспериментальные ме-

тоды культивирования плазмидсодержащих микроорганизмов в периодической и непре-

рывной культуре.

НАУЧНАЯ НОВИЗНА РАБОТЫ.

1.  Предложен новый теоретический подход, основанный на уравнении непрерывности,

позволяющий описывать динамику численности многоплазмидных многокопийных

штаммов микроорганизмов в различных условиях культивирования. На основании

предложенного теоретического подхода, построены математические модели популя-

ционной динамики многокопийных плазмид с учетом негативного контроля репли-

кации плазмид (на примере плазмиды ColE1), кинетической и сегрегационной неста-

бильности рекомбинантных штаммов микроорганизмов.

2.  Впервые теоретически объяснен эффект снижения селективного давления на по-

пуляцию многокопийного генноинженерного штамма, связанный со снижением

среднего числа копий плазмид в клетках. Показано, что время полуэлиминации

плазмид в популяции нестабильного рекомбинантного штамма в хемостате не за-

висит от максимального числа копий плазмиды в клетке, а определяется только

средним временем генерации микробной популяции, скоростью потери плазмид

клеткой и уровнем селективного давления на плазмидсодержащий штамм.

3.  С помощью разработанных методов оценки параметров плазмидсодержащих бакте-
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рий впервые показано, что нестабильность генноинженерных штаммов микроор-

ганизмов при низких удельных скоростях разбавления среды в хемостате связана в

основном с увеличением селективного преимущества популяции бесплазмидных

клеток, при этом также отмечено увеличение сегрегационной стабильности плазмид

при низких D.

4.  В экспериментах с рекомбинантным штаммом E. coli MG1655, содержащим кло-

нированный на плазмиде pGLO ген gfp (зеленого флуоресцирующего белка), показа-

но, что селективное преимущество бесплазмидных клеток α, характеризующее по-

пуляционную стоимость плазмид, прямо пропорционально эффективности экспрес-

сии гена gfp.

ПРАКТИЧЕСКОЕ ЗНАЧЕНИЕ РАБОТЫ. Результаты работы могут быть исполь-

зованы для описания динамики генно-инженерных штаммов микроорганизмов, содер-

жащих многокопийные плазмиды, используемых в биотехнологическом производстве.

Предложенные в работе методы определения параметров плазмидсодержащих штаммов

микроорганизмов могут быть взяты за основу для оценки нестабильности реком-

бинантных бактерий. Методика проведения конкурентных экспериментов рекомби-

нантных штаммов с заданным уровнем экспрессии клонированных генов может быть ис-

пользована для изучения влияния эффективности экспрессии клонированных генов на

стабильность различных плазмид.

АПРОБАЦИЯ РАБОТЫ. Результаты работы докладывались на VII Всероссийском

симпозиуме “Коррекция гомеостаза” (Красноярск, 1996), на VIII Международном симпо-

зиуме “Реконструкция гомеостаза” (Красноярск, 1998), на III Сибирском конгрессе по ин-

дустриальной и прикладной математике, посвященный памяти С.Л. Соболева (ИНПРИМ-

98, Новосибирск, 1998), на семинарах лаборатории УБГ и теоретического отдела ИБФ

СОРАН, на семинарах лаборатории проф. Б. Левина (Emory University, Atlanta, USA, 1999-

2000).

ПУБЛИКАЦИИ. По материалам диссертации опубликована 21 работа, из них 4 статьи
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конференциях, 1 статья принята к печати.
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Г Л А В А  1

ПОПУЛЯЦИОННЫЕ АСПЕКТЫ УПРАВЛЯЕМОГО КУЛЬТИВИРОВАНИЯ РЕКОМ-

БИНАНТНЫХ ШТАММОВ МИКРООРГАНИЗМОВ

1.1. Общие закономерности роста и развития популяций микроорганизмов при управ-

ляемом культивировании

Одной из удивительных способностей живых организмов, практически не наблю-

даемая в неорганическом мире, является способность к пролиферации или, другими слова-

ми, к последовательному делению. Бактерии, дрожжи, большинство клеток высших расте-

ний и животных делятся на протяжении всей жизни, замедляя и ускоряя свой рост в зави-

симости от внешних условий. Способность микроорганизмов, например бактерий, к быст-

рой пролиферации была плодотворно использована во многих направлениях современной

биологии, в частности при изучении направлений эволюции в микробных популяциях при

непрерывном культивировании (Dykhuizen, 1993; Hartl et al., 1985; Smith and Waltman,

1995; Weikert et al., 1997; Печуркин, 1978; Печуркин и др., 1990; Абросов и др., 1982) и в

биотехнологии для производства различных полезных продуктов (Bailey et al., 1986; Бей-

ли и Оллис, 1989; Баев, 1985; Баев и Быков, 1987). Как оказалось впоследствии, рост мик-

роорганизмов в различных условиях культивирования может быть с достаточной легко-

стью описан простыми математическими моделями, которые во многих случаях не только

количественно описывают процесс увеличения численности популяции микроорганизмов,

но и предсказывают, какой из вариантов будет отобран в результате эволюционного про-

цесса, например, в хемостате (Dykhuizen and Hartl, 1983; Pirt, 1975; Smith and Waltman,

1995; Абросов и др., 1982; Романовский и др., 1975).

Основным показателем биологической популяции является ее плотность, размер или

численность популяции (Monod, 1949). Например, микробные популяции часто характе-

ризуются числом клеток в единице объема ( 910  клеток/мл) либо оптической плотностью,

измеренной на определенной длине волны (0.5 OD на 540 нм). Вторым и возможно наи-

более важным показателем является скорость роста биологической популяции (Monod,

1949).

В условиях, благоприятных для развития популяции микроорганизмов, ее числен-

ность находится в постоянной динамике, которая складывается из прироста, отмирания,

мутаций, поедания хищниками и т.п. Прирост численности популяции вследствие раз-
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множения особей можно охарактеризовать удельной скоростью размножения (или роста)

µ, которая определяется как отношение прироста численности популяции к ее численно-

сти N:

dt
dN

N
1=µ . (1.1.1)

Для условий, в которых удельная скорость роста представляет постоянную величину

(периодическая культура или турбидостат), прямым интегрированием мы находим из-

менение численности популяции со временем, подчиняющееся экспоненциальному за-

кону:

( ) ( ) ( )tNtN µexp0= , (1.1.2)

где ( )0N  - численность популяции к моменту времени 0=t . Если предположить, что рост

популяции происходит простым делением на две клетки (как, например бактерии) из про-

стейшего уравнения ( ) ( ) gNgN 20= , где g - число генераций, мы находим связь скорости

роста популяции и средним временем генерации gent :

gent
2ln=µ . (1.1.3)

Аналогичным способом можно также описать элиминацию особей (клеток) популя-

ции в результате их гибели. Этот количественный способ описания динамики популяции

на основе кинетических уравнений широко используется в исследованиях развития по-

пуляций самых различных организмов, начиная с простейших бактерий и заканчивая мно-

гоклеточными организмами (например, паразит Plasmodium falciparum, вызывающий ма-

лярию), в том числе и размножающихся половым путем (Anderson and May, 1991; Pirt,

1975). Рассмотрим основные примеры такого описания, используемые при моделировании

динамики численности микроорганизмов при управляемом культивировании (Печуркин и

др, 1990).

Периодическое культивирование. Периодическое культивирование обычно состоит из
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помещения популяции микроорганизмов в свежую питательную среду, содержащую в из-

бытке необходимые для роста субстраты. В процессе дальнейшего развития самых раз-

личных популяций динамика их численности описывает S- образную (логистическую)

кривую, в общих чертах изображенную на рис. 1.1.1.

Рис. 1.1.1. Кривая и фазы роста популяции при периодическом культивировании. 1-
лаг-фаза, 2- логарифмическая фаза, 3- фаза замедления, 4 - стационарная фаза, 5 - фаза от-
мирания (Monod, 1949).

Логистическая кривая роста микробных популяций в периодической культуре тра-

диционно подразделяется на ряд последовательных фаз (Monod, 1949; Pirt, 1975; Печур-

кин, 1978; Печуркин и др., 1990): лаг-фаза, логарифмическая фаза (или фаза экспонен-

циального роста), фаза замедления, стационарная фаза и фаза отмирания (см. рис. 1.1.1). В

лаг-фазе популяция подготавливается к размножению, ее численность не меняется. Обыч-

но, в лаг-фазе происходит накопление в клетках микроорганизмов достаточного числа ри-

босом, способного обеспечить сбалансированный рост в новых условиях (Ehrenberg and

Kurland, 1984; Neidhardt and Curtiss, 1996; Романовский и др., 1975; Волькенштейн, 1978).

В логарифмической фазе численность популяции растет экспоненциально с постоянной

скоростью maxµ  в соответствии с уравнением (1.1.2). Очевидно, что по зависимости Nln

от времени можно с легкостью (графически либо использую линейную регрессию) опре-

делить максимальную скорость роста популяции maxµ  (Monod, 1949). В фазе замедления

скорость роста популяции снижается, тогда как в последующей стационарной фазе нахо-

дится на примерно постоянном уровне. Снижение скорости роста популяции микроорга-

низмов обычно связано с исчерпанием тех или иных субстратов, хотя возможно и прямое

t

N
1 2 3 4 5
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ингибирование роста накопленными при росте продуктами метаболизма бактерий или из-

менение ионного состава среды (pH) (Monod, 1949). В фазе отмирания численность попу-

ляции снижается.

Логистическая кривая роста не описывается простой моделью экспоненциального

роста, учет же лимитирования роста бактерий в периодической культуре приводит к зна-

менитому уравнению Ферхюльста-Пирла или просто логистическому уравнению:






 −=

K
NrN

dt
dN 1 , (1.1.4)

где r и K соответственно максимальная удельная скорость роста популяции и предельная

емкость среды. Это уравнение - феноменологическое, в нем не заключено никаких гипотез

относительно механизмов, определяющих логистический рост популяции. Полезность его

состоит в том, что в проинтегрированной форме оно качественно соответствует реальным

S-образным кривым роста популяций:

( ) ( ) ( )rtNKN
N

KtN
−−+

=
exp00

0 , (1.1.5)

где 0N  - начальная численность популяции.

Обычно периодическому культивированию свойствен ряд недостатков, которые в ка-

кой-то мере ограничивают его широкое применение (Печуркин и др., 1990). В процессе

периодического культивирования постоянно меняются параметры, определяющие ско-

рость роста популяции микроорганизмов (например, концентрация субстратов, продуктов

метаболизма и т.д.), причем исследователю не всегда известно какие именно. Несмотря на

то, что некоторые внешние факторы могут быть зафиксированы (температура среды, pH и

т.д.), все же многие характеристики микробного роста не управляемые. Эти недостатки

могут быть скомпенсированы при непрерывном культивировании бактерий в хемостате

или турбидостате (см. далее).

Периодическое культивирование, хотя скорее и относится к феноменологическому

уровню исследований, тем не менее обладает одним несомненным преимуществом по

сравнению с непрерывным культивированием - аппаратной простотой. Одним из наиболее

ярких примеров использования периодического культивирования является культи-



13

вирование микроорганизмов в последовательных пассажах (Ganusov and Bergstrom, 2001;

Lenski et al., 1998; Lenski and Travisano, 1994; Levin, 1972; Levin et al., 2000; Nguyen et al.,

1989; Papadopoulos et al., 1999; Reynolds, 2000; Sniegowski et al., 1997).

Рис. 1.1.2. Схематическое представление серии периодических культур (серия пас-
сажей), в которой малая часть (на рисунке 310−=d ) исходной микробной популяции пе-
ресаживается из стационарной фазы в свежую среду, выращивается до стационарной фа-
зы, пересаживается в свежую среду и т.д.

Суть серии последовательных периодических культур (называемой в Levin et al., 2000

serial transferic culture) заключается в следующем. Культура микроорганизмов вы-

ращивается в стандартной периодической среде (минимальная, Luria – Bertani (LB), или

др. - в зависимости от цели исследования) до стационарной фазы (рис. 1.1.1), а затем ма-

лая часть культуры пересаживается в идентичную свежую среду, где процесс роста и по-

следовательной “пересадки” повторяется.

Этот способ культивирования отражает некоторые биологически наблюдаемые си-

туации, где бактерии большинство времени находятся в стационарном состоянии при от-

сутствии какого-либо роста или растут с очень малой скоростью (Awong et al., 1990;

Sobecky et al., 1992), что также наблюдается в стационарной фазе при периодическом

культивировании (B. Levin & A. Demma, персон. сооб.; (Demma, 2001)), дожидаясь оче-

редной “подпитки”, в течение которой рост микроорганизмов приближенно является экс-

поненциальным. Такой метод культивирования позволяет наблюдать интереснейшие фе-

номены, как например, сосуществование двух (и теоретически более) разного вида штам-

мов бактерий при длительном периодическом культивировании (Levin, 1972). Одной из

важных особенностей последовательного периодического культивирования является воз-

можность измерения относительной приспособленности бактериальных клеток (fitness),

например, плазмидсодержащих и бесплазмидных, в так называемых конкурентных экспе-

10-3 10-3 10-3
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риментах (competition experiments) (Ganusov and Bergstrom, 2001) или определение скоро-

сти потери плазмид в сегрегационных экспериментах (segregation experiments). Метод

конкурентных экспериментов, в частности, был применен в предлагаемой работе и адап-

тирован для определения зависимости селективного коэффициента плазмидных клеток от

эффективности экспрессии генов, клонированных в плазмиде (глава 4, более подробно о

конкурентных экспериментах см. (Ganusov and Bergstrom, 2001; Levin et al., 2000;

Reynolds, 2000)).

Непрерывное культивирование. В начале 50-х годов были обоснованы и применены в

экспериментах два вида непрерывной культуры - с постоянным протоком среды через

культиватор (хемостат) и постоянной оптической плотностью биомассы в культиваторе

(турбидостат или плотностат) (Dykhuizen and Hartl, 1983; Herbert et al., 1965; Monod, 1950;

Novick and Szilard, 1950). Концентрация биомассы в традиционном турбидостате стабили-

зируется по измерению оптической плотности или мутности культуры, однако в ряде слу-

чаев это достигается с помощью измерения ряда других характеристик развивающейся

культуры микроорганизмов, изменяющихся одновременно с ростом популяции, как на-

пример pH-стат, СО2-стат и ряд других (Печуркин и др., 1990).

Принципиальной особенностью хемостата является постоянный проток питательной

среды с удельной скоростью разбавления D, тогда как в плотностате эту роль играет по-

стоянство плотности популяции микроорганизмов, которое обеспечивается регулировкой

скорости разбавления среды: с помощью технических следящих устройств свежая среда

подается со скоростью равной скорости прироста микробной популяции. Эта разница осо-

бенно очевидна при рассмотрении математических моделей хемостата и плотностата.

В случае хемостатного культивирования рост популяции микроорганизмов описы-

вается следующей системой дифференциальных уравнений (Dykhuizen and Hartl, 1983;

Herbert et al., 1965; Pirt, 1975):

( )
( ) ,

,

0 y
XSSDS

XDX
µ

µ

−−=

−=
(1.1.6)

где X- численность (плотность) микробной популяции, 0S , S - концентрация субстрата во

входной среде и в ферментере, y- коэффициент экономичности использования субстрата,

µ- удельная скорость роста популяции, заданная в виде, предложенном Моно (Monod,
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1949), ( ) ( )SKSS S += maxµµ , с максимальной скоростью роста maxµ  и константой полу-

насыщения SK .

Так как в стационарном состоянии D=µ , мы находим следующее выражение для

стационарной концентрации субстрата:

D
DK

S S

−
=

max

~
µ

. (1.1.7)

При малых D стационарная удельная скорость роста микробной популяции является

очень низкой, следовательно, хемостат позволяет исследовать особенности популяцион-

ной динамики популяций микроорганизмов в условиях глубокого лимитирования (т.е. при

SKS ≤~ ). При больших скоростях роста хемостат оказывается неустойчивым (Pirt, 1975).

В плотностате удельная скорость разбавления среды определяется плотностью попу-

ляции и в идеальном случае задается функцией Хевисайда:

( )


 <

=
  otherwise        ,

 if          ,0 0

D
XX

XD (1.1.8)

Подробный анализ модели (1.1.6) при условии (1.1.8) показывает, что в плотностате

микроорганизмы растут с максимально возможной скоростью maxµµ ≈ , а следовательно

турбидостатый метод культивирования позволяет исследовать особенности популяцион-

ной динамики популяций микроорганизмов в условиях роста, близкого к экспоненциаль-

ному (т.е. нелимитированному).

В целом непрерывное культивирование позволяет проводить экспериментальные ис-

следования для широкого круга вариантов: с различной степенью лимитирования, ингиби-

рования и без внешнего ограничения роста, в пространственно однородных и гетероген-

ных средах и т.п. и, что самое главное, в постоянных внешних условиях.

Эти особенности демонстрируют подавляющее преимущество непрерывного культи-

вирования над периодическим в изучение многочисленных тонких эффектов регулиро-

вания популяционной динамики микроорганизмов (Dykhuizen and Hartl, 1983; Печуркин и

др., 1990). Однако эти достоинства в достаточной мере часто скомпенсированы аппа-

ратной сложностью хемостата и уж тем более плотностата (Бейли и Оллис, 1989; Печур-
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кин и др., 1990).

Одним из мощных направлений использования управляемого культивирования (как

непрерывного и периодического, так и их производных) является биотехнологическое

производство различных полезных продуктов (аминокислот, ферментов, белков, интер-

феронов и т.п.) с помощью генетически модифицированных микроорганизмов, содер-

жащих рекомбинантные плазмиды, в составе которые клонированы гены, ответственные

за производство получаемого продукта (Bailey et al., 1986; Bailey et al., 1983; Lee and

Bailey, 2000; Бейли и Оллис, 1989). Часто, однако, эти рекомбинантные штаммы оказы-

ваются нестабильными именно при длительном культивировании, т.е. теряют способность

производить полезный продукт, что связано часто либо с потерей плазмиды, либо с изме-

нением экспрессии клонированных генов. Периодическое и непрерывное культи-

вирование предлагают широкий набор средств для изучения особенностей такого рода не-

стабильности плазмидсодержащих клеток при их культивировании в различных условиях

(Bentley et al., 1990; Brownlie et al., 1990; Duetz and van Andel, 1991; Godwin and Slater,

1979; Noack et al., 1981; Wouters et al., 1980).
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1.2. Нестабильность рекомбинантных штаммов микроорганизмов при управляемом

культивировании

Рекомбинантным микроорганизмом обычно называют штамм, содержащий в своем

составе рекомбинантную плазмиду (или несколько плазмид). В свою очередь, рекомби-

нантная плазмида получается клонированием с помощью методов генетической инже-

нерии определенных генов (например, высших растений, животных и в том числе и чело-

века) в особой молекуле, называемой вектором (Бейли и Оллис, 1986; Summers, 1996).

Векторы- это молекулы ДНК, обеспечивающие амплификацию (экстракопирование)

фрагмента ДНК в растущей популяции клеток. Чтобы вектор отвечал всем предъявляемым

к нему в процессе клонирования требованиям, он должен обладать следующими свойст-

вами (Бейли и Оллис, 1989):

1. Способностью реплицироваться в клетке-хозяине.

2. Способностью включать чужеродные ДНК различной молекулярной массы без на-

рушения способности к репликации.

3. Легкостью введения в клетку-хозяина после включения чужеродной ДНК.

4. Наличием генетического маркера селекции, обеспечивающего быструю положи-

тельную селекцию клеток, содержащих вектор.

5. Наличие только одного сайта, подвергающегося расщеплению одной или не-

сколькими рестрикационными эндонуклеазами.

Для клонирования ДНК в самой распространённой для изучения энтеробактерии

Eschеrichia coli применяют два класса векторов - плазмиды и бактериофаги. Наибольшее

внимание при работе с рекомбинантными штаммами бактерий уделяется, несомненно,

плазмидным векторам.

Плазмидой называется молекула ДНК, существующая и реплицирующая независимо

от бактериальной хромосомы (Actis et al., 1998; Lederberg, 1998; Summers, 1996). Плазми-

ды обычно представляют собой относительно небольшие (по сравнению с хромо-

сомальной ДНК) кольцевые (или линейные) молекулы с молекулярной массой порядка

106-108 дальтон, или 5 - 100 т.п.о. (рис. 1.2.1). Плазмиды обычно не выполняют каких-

либо существенных функций в нормальных условиях жизнедеятельности микроорга-

низмов, зачастую снижая скорость роста микробной плазмидсодержащей популяции, но в

то же время могут обеспечивать клетку рядом полезных (в специфических условиях) ка-

честв (Lenski, 1991; Lenski, 1993). Установлено, например, что плазмиды, называемые R-
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факторами (факторами устойчивости), обуславливают устойчивость бактерий к анти-

биотикам, а D-плазмиды (или плазмиды биодеградации) кодируют ряд ферментов, обес-

печивающих расщепление тяжелых углеводородов (Печуркин и др, 1990; Щелкунов, 1987;

Боронин и др., 1985).

Рис. 1.2.1. Электронная микрофотография плазмиды pSC101 (×230000). Эта кольцевая
ДНК, существующая и реплицирующая независимо от бактериальной хромосомы, была
важным инструментом в первых экспериментах с рекомбинантными ДНК (из Бейли и Ол-
лис, 1989).

К числу наиболее  популярных плазмидных векторов для клонирования в Е. соli от-

носится плазмида рВR322 (рис. 1.2.2), содержащая ряд единичных сайтов рестрикции, ге-

ны устойчивости к тетрациклину и ампициллину, а также гены контроля копийности

плазмиды, обеспечивающие амплификацию плазмиды в клетке и последовательное ста-

бильное наследование плазмиды в популяции микроорганизмов при длительном куль-

тивировании.

Таким образом, при помощи методов генной инженерии и молекулярной биологии мы

имеем возможность синтезировать ряд ценных эукариотических белков, встраивая соот-

ветствующие нуклеотидные последовательности в вектора, обеспечивающие репликацию

и эффективную экспрессию рекомбинантных генов.

Однако в многочисленных экспериментальных исследованиях было обнаружено, что

довольно часто длительное культивирование плазмидсодержащих штаммов микро-

организмов приводит к элиминации рекомбинантных клеток и замене их на бесплаз-

мидные варианты (Brownlie et al., 1990; Bugeja et al., 1989; de Taxis du Poet et al., 1986;
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Godwin and Slater, 1979; Jones et al., 1980; Keevil et al., 1987; Kleinman et al., 1986; Lee and

Lee, 1994; Melling et al., 1977; Noack et al., 1981; O'Kennedy and Patching, 1997; Ramesh et

al., 1995; Sayadi et al., 1987; Sterkenburg et al., 1988; Wouters et al., 1980).

Рис. 1.2.2. Генетическая карта плазмиды pBR322. Показаны локусы генов и ряд сайтов
рестрикции. Расшифрована последовательность всех 4361 пары оснований плазмиды (из
базы данных MBI Fermentas inc.)

Такого рода популяционная неустойчивость штаммов микроорганизмов, содержащих

рекомбинантные плазмиды, обусловлена тремя основными причинами (Вельков, 1983,

Печуркин и др, 1990; Щелкунов, 1987; Imanaka and Aiba, 1981):

1) сегрегацией плазмид, когда часть клеток популяции утрачивает плазмиды при де-

лении;

2) нестабильностью генетической структуры плазмид, при которой плазмиды со-

храняются в популяции, но в измененном виде;

3) отличием кинетических характеристик роста популяции штамма, содержащего ак-

тивно функционирующие плазмиды, в сравнении с аналогичными у бесплаз-

мидного штамма, либо у штамма, содержащего измененные плазмиды.

Отличие кинетических характеристик служит своеобразным "усилителем" неста-
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бильности рекомбинантных клеток, поскольку благодаря ему создается селективное пре-

имущество в скорости размножения бесплазмидного штамма и штамма с измененными

плазмидами. Если же в экспериментах при длительном культивировании наблюдается

практически 100%-ная стабильность рекомбинантного штамма, то это означает либо низ-

кую вероятность образования сегрегантов или измененных плазмид, либо неконку-

рентоспособность этих вариантов по сравнению с исходным штаммом.

Сегрегационная (репликационная) нестабильность плазмид обычно обусловлена от-

сутствием (или нарушением) в векторах генов, ответственных за автономную репликацию

плазмид (снижение эффективности контроля копийности, (Actis et al., 1998; del Solar et al.,

1998; Nordstrom et al., 1984)); отсутствием системы, способствующей расщеплению муль-

тимеров в клетке (например, система cer-XerD плазмиды ColE1, (Summers, 1998; Summers

et al., 1985; Summers and Sherratt, 1984)); отсутствие механизмов точного распределения

плазмидных копий между дочерними клетками при делении материнской (что обычно

существенно для малокопийных плазмид, (Williams and Thomas, 1992)) и ряд других фак-

торов, рассмотренных более подробно в главе 3.

К настоящему времени установлено, что в регуляции репликации плазмид бактерий

участвуют следующие детерминанты, образующие репликон (Actis et al., 1998; del Solar et

al., 1998; Khan, 1997; Nordstrom et al., 1984; Rasooly and Rasooly, 1997; Summers, 1996;

Thomas, 1988):

а) последовательность нуклеотидов, с которой происходит инициация репли-

кации (ori- участок, некоторые плазмиды, как, например F, содержат несколько та-

ких участков);

б) структурные гены rep, контролирующие репликацию плазмиды (например,

RepA- белок в плазмиде R1 или RNAII в плазмиде ColE1);

в) детерминанты негативного контроля копийности плазмид cop (обычно мо-

лекулы РНК суммировано в (Actis et al., 1998; Summers, 1996)).

Обычно для преодоления сегрегационной нестабильности рекомбинантных штаммов

в настоящее время используют следующие две группы методов (Kumar et al., 1991):

1. Включение в состав гибридных плазмид генов, без которых рост клеток в заданных

условиях невозможен, или использование генов, контролирующих биосинтез ами-

нокислот для повышения стабильности плазмидсодержащих, ауксотрофных по этим ами-

нокислотам штаммов.

2. Создание условий, в которых клетки, потерявшие плазмиды, погибают. Такое се-
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лективное давление в пользу плазмидсодержащих клеток бактерий часто создается до-

бавлением антибиотика в среду для культивирования, когда плазмиды содержат гены ан-

тибиотикоусточивости.

Нестабильность генетической структуры плазмид обусловлена спонтанными из-

менениями их генетической структуры, например, точечными заменами нуклеотидов, де-

лециями, дупликациями, встройками IS-элементов и транспозонов и т.д. Иногда штаммы с

измененными плазмидами имеют селективное преимущество по сравнению с исходным

вариантом, что, однако, зависит от условий роста популяции, типа ограничения пищевых

потребностей, характера изменений в структуре плазмид и др. (Godwin and Slater, 1979).

Кроме элементов, способных к транслокации, возможной причиной структурной не-

стабильности рекомбинантных плазмид могут быть топологические особенности вто-

ричной структуры плазмид. К таким особенностям относится, например, образование

шпилек в последовательностях ДНК, являющихся палиндромами (Вельков, 1983).

Плазмидные векторы, часто сконструированные довольно произвольным образом с

учетом удобства клонирования и отбора трансформантов, при длительном культивиро-

вании иногда утрачивают целые фрагменты (Duetz and van Andel, 1991; Williams et al.,

1988). Если структура природных плазмид создавалась в результате длительного действия

естественного отбора на стабильность, то в случае рекомбинантных плазмид эту работу

приходится проводить генным инженерам, причем часто в направлении, противо-

положном действию естественного отбора (Печуркин и др., 1990).

Кинетическая неустойчивость плазмидных штаммов микроорганизмов обусловлена

снижением удельной скорости роста популяции, содержащей рекомбинантные плазмиды,

по сравнению с изогенным бесплазмидным вариантом (Aiba et al., 1982; Bentley et al.,

1990; Imanaka et al., 1980; Zund and Lebek, 1980). Например, как Zund и Lebek обнаружили,

этот эффект особенно четко наблюдался для штаммов, содержащих либо большие по раз-

меру (>100 т.п.о.), либо высококопийные (>20 копий на клетку) плазмиды. Несмотря на

то, что большая часть исследований подобного типа проведена с использованием природ-

ных R-плазмид бактерий, снижение скорости роста плазмидсодержащих бактерий также

справедливо и для плазмид биодеградации (Боронин и др., 1985), и многих других (Пе-

чуркин и др., 1990). Наиболее вероятной причиной этого эффекта является отвлечение

биосинтетического аппарата клеток на обеспечение плазмидных функций, либо непосред-

ственное торможение скорости роста продуктами плазмидных генов (Bailey et al., 1986;

Bentley et al., 1990; Peretti and Bailey, 1987).
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В дополнение хотелось бы подчеркнуть, что до сих пор точного соответствия между

полным количество плазмидной ДНК в хозяйской клетки (число копий плазмиды × раз-

мер плазмиды) и обусловленное плазмидой снижение скорости роста плазмидсодержащих

штаммов микроорганизмов предложено не было (Smith and Bidochka, 1998; Zund and

Lebek, 1980). Более того, в наших экспериментах мы обнаружили, что снижение скорости

роста плазмидных клеток связано не просто с присутствием дополнительной ДНК в клет-

ках микроорганизмов, а скорее всего с уровнем эффективной экспрессии, которую прояв-

ляют гены, клонированные в плазмиде (см. главу 4; Aiba et al., 1982; Bentley et al., 1990;

Lenski et al., 1994b; Nguyen et al., 1989; Seo and Bailey, 1985).

Для описания популяционной динамики нестабильных рекомбинантных штаммов

микроорганизмов наиболее продуктивное развитие получила модель, разработанная и

проанализированная Ф. Стюартом и Б. Левиным (далее просто модели ЛС) (Levin and

Rice, 1980; Levin and Stewart, 1977; Levin and Stewart, 1980; Levin et al., 1979; Stewart and

Levin, 1977), обзор других моделей см. в Боронин и др., 1983). Эта модель описывает ди-

намику плазмидсодержащих и бесплазмидных клеток в хемостате и, основываясь на зако-

не действующих масс, включает в себя следующие процессы: рост плазмидной +X  и бес-

плазмидной −X  популяций с удельными скоростями роста +µ  и −µ , образование бес-

плазмидных клеток при делении плазмидсодержащих клеток с вероятностью 0τ , коньюга-

тивный перенос плазмид от плазмиднесущих клеток к бесплазмидным с удельной скоро-

стью γ  и изменение концентрации субстрата, ограничивающий рост обеих популяций, S.

В приложении к условиям роста в непрерывной культуре модель ЛС представляет сле-

дующую систему дифференциальных уравнений:
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(1.2.1)

где D - удельная скорость разбавления среды в хемостате, 0S  - концентрация субстрата во

входной среде, функции удельных скоростей роста ±µ  заданы в виде:
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( ) ( )+++ += SKSSS maxµµ  и ( ) ( )−−− += SKSSS maxµµ . В последующем анализе мы часто бу-

дем использовать параметр, названный селективными коэффициентом (Stewart and Levin,

1977), “стоимостью плазмиды” (Levin and Stewart, 1977) или селективным преимуществом

бесплазмидных клеток (Печуркин и др., 1990; Брильков и др., 1990), который выражается

через отношение удельных скоростей роста плазмидных и бесплазмидных клеток:

( ) ( )
( )S
SS −

+

−=
µ
µα 1 , (1.2.2)

и в общем случае зависит от концентрации субстрата в среде.

Очевидно, что положительные значения α означают, что плазмиды обуславливают

дополнительную метаболическую нагрузку на клетку-хозяина, так что скорость роста

плазмидного штамма меньше, чем бесплазмидного варианта. В селективных же для под-

держания плазмид условиях, селективный коэффициент может достигать бесконечно

больших (негативных) значений при отсутствии роста бесплазмидных клеток ( 0→−µ ).

Математическая модель (1.2.1) использовалась рядом исследователей для изучения

как причин нестабильного поддержания рекомбинантных штаммов микроорганизмов при

управляемом культивировании (Печуркин и др., 1990) и стабильного наследования при-

родных плазмид в реальных экосистемах (Levin and Stewart, 1977; Stewart and Levin, 1977),

так и строгого математического анализа динамики микроорганизмов в различных услови-

ях культивирования в хемостате (в селективной и неселективной среде, при конкуренции

за несколько субстратов и т.п.) (Ai, 2001; Hsu et al., 1995; Lu and Hadeler, 1998; Smith and

Waltman, 1995). Например, одним из интересных выводов в работе Stewart & Levin (1977)

было нахождение условия, при котором оказывается возможным стабильное поддержание

коньюгативных плазмид в природной популяции:

0ˆ ταγ +>⋅ N , (1.2.3)

где N - численность бесплазмидной популяции и += µγγ̂  (Bergstrom et al., 2000). Это ут-

верждение, в частности, показывает, что неконьюгативные плазмиды ( 0=γ ) в конце кон-

цов элиминируются из хемостата в неселективных для поддержания плазмид условиях

(что верно при 0>α ). Более полный математический анализ модели (1.2.1) был проведен
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в серии работ Апонина с соавт. (Апонин, 1982; Апонин и др., 1984, Апонина и др., 1984),

где также были рассмотрены модели непрерывных культур микроорганизмов, содержа-

щих нестабильные гибридные плазмиды (Апонин и Апонина, 1996).

Несмотря на широту практического применения (Proctor, 1994), модель ЛС, как и

многие другие немеханистические модели популяционной динамики плазмид (см. обзор в

Печуркин и др., 1990), обладает рядом серьезнейших недостатков, среди которых наибо-

лее важными являются феноменологичность описания процесса потери плазмид при де-

лении, неучитывание эффективности контроля копийности плазмид и его связи с усло-

виями культивирования, и, как следствие, отсутствие такого понятия как многоко-

пийность бактериальных плазмид, что означает наличие нескольких копий плазмиды в

клетках микроорганизмов.

Эти процессы учтены в математических моделях, разработанных в следующей главе

(глава 2). Для построения такого рода моделей необходимо знание основных компонен-

тов, вовлеченных в регуляцию контроля репликации плазмид и их сегрегации при деле-

нии. В следующей части рассмотрен пример контроля копийности плазмиды ColE1, ко-

торый лежит в основе таких распространенных векторов для клонирования генов как

pBR322 и pUC18.
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1.3. Механизмы контроля копийности плазмид на примере плазмиды ColE1

Природные плазмиды в течение длительного эволюционного процесса “разработали”

целый набор средств, обеспечивающих их стабильное наследование в популяциях микро-

организмов, как например способность к коньюгативному переносу (Levin et al., 1979).

Однако наиболее удивительным свойством плазмид микроорганизмов является способ-

ность поддержания примерно постоянного числа копий плазмиды (при заданных условиях

культивирования) в клетках-хозяевах при последовательной пролиферации плазмидсо-

держащих штаммов микроорганизмов. Эта способность вовлекает ряд генов, кодируемых

плазмидой и обеспечивающих контроль репликации плазмид.

Наиболее подробно молекулярные основы контроля копийности бактериальных плаз-

мид изучены на примере двух молекул: малокопийной R1 (Nordstrom et al., 1984) и высо-

кокопийной ColE1 (Brenner and Tomizawa, 1991). Так как наш основной анализ будет со-

средоточен на изучении популяционной динамики многокопийных плазмид (таких как

pBR322 и подобных), мы рассмотрим как плазмиды регулируют свою копийность на при-

мере плазмиды СolE1 (названной так из-за производства колицина E1, ингибирующего

рост бесплазмидных клеток, (Summers, 1996, Брода, 1982)).

Плазмида ColE1 является небольшой плазмидой, широко распространенной в при-

родных популяциях. Её молекулярный вес составляет 3102.4 ⋅  килодальтон, и длина - 6646

пар нуклеотидных оснований. ColE1 не обладает способностью к коньюгационному пере-

носу, хотя и содержит гены, обеспечивающие ее мобилизацию в клетки-реципиенты со

многими коньюгативными плазмидами, например с фактором F (Брода, 1982). Обычная

бактериальная клетка содержит 10-50 копий плазмиды, и согласно, условной классифика-

ции (Summers, 1996), ColE1 относится к классу высококопийных плазмид.

Многокопийные плазмиды обычно не обладают системами активного распределения

плазмид между дочерними клетками при делении материнской (Nordstrom and Austin,

1989; Williams and Thomas, 1992), а, следовательно, копии плазмиды сегрегируют незави-

симо, и, таким образом, случайно. Случайное распределение плазмид при делении ведет к

значительной вариации числа копий плазмиды в клетках микроорганизмов в начале кле-

точного цикла. В этом случае основной задачей эффективного контроля копийности плаз-

мид является выравнивание среднего числа копий на клетку в популяции (или другими

словами, уменьшение вариации изначально высокодисперсного распределения клеток с

различной копийностью) к началу митотического деления (Paulsson and Ehrenberg, 1998).
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Репликация плазмид типа ColE1 изучалась достаточно подробно (как теоретически,

так и экспериментально) как модельная система для исследования стабильного поддер-

жания плазмидных репликонов в растущих культурах микроорганизмов. Контроль ко-

пийности плазмиды ColE1 зависит от ингибирования cis-действующей препраймерной

РНК (названной RNAII) tran-действующей антисенсной РНК (названной RNAI) (Masukata

and Tomizawa, 1986; Tomizawa, 1984; Tomizawa and Itoh, 1981).

Рис. 1.3.1. Схематическое расположение генетических элементов, кодирующих пре-
праймерную РНК (RNAII) и ингибиторную РНК (RNAI).

Транскрипция молекулы RNAII инициируется 555 п.о. выше (upstream) участка начала

реплкации ori (см. рис. 1.3.1), тогда как RNAI (обычно длиной от 108 до 110 п.о.) считыва-

ется с цепи ДНК, комплиментарной участку, кодирующему RNAII, начиная с сайта, рас-

положенного выше на 455 п.о. от начала репликации (Morita and Oka, 1979; Tomizawa and

Itoh, 1981; Tomizawa et al., 1981). Образование пре-праймера чувствительно к атаке моле-

кулой RNAI, когда транскрипция происходит в так называемом “окне ингибирования”

(inhibition window), которое простирается примерно от 100 нуклеотидной пары до 360 па-

ры последовательности, кодирующей молекулу RNAII (Tomizawa, 1986). Если RNAI и

RNAII образуют изначально нестабильный комплиментарный (“kissing”) комплекс, кото-

рый впоследствии преобразуется в стабильный дуплекс во время транскрипции RNAII

(Tomizawa, 1990a), конформационные изменения молекулы RNAII приведут к формирова-

нию неполноценного пре-праймера, и, следовательно, к нарушению репликации плазмиды

(см. рис. 1.3.2).

Небольшой, кодируемый генами плазмиды полипептид, Rom (RNA One Modulator),

стабилизирует взаимодействие между RNAI и RNAII, увеличивая вероятность образова-

ния стабильного комплекса RNAI-RNAII после изначально нестабильного связывания

(Tomizawa, 1990b; Tomizawa and Som, 1984). Если же комплекс между RNAI и RNAII не

образуется к окончанию окна ингибирования (временная длительность этого процесса

всего ~5 секунд), RNAII формирует стабильный гибрид с участком плазмидной ДНК, рас-
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положенным рядом с ori.

Рис. 1.3.2. Схематическое представление процесса репликации плазмиды ColE1. Пре-
праймерная RNAII (0-555 п.о.) и ингибиторная RNAI (2-110 п.о., рис. 1.3.1) производятся с
постоянными скоростями (соответственно IIk  и Ik ). RNAI и RNAII способны об-
разовывать комплиментарный комплекс, который при его образовании в окне ингибиро-
вания (110-360 п.о.) приводит к ингибированию образования праймера. M обозначает чис-
ло плазмид в клетке, а 0Q  - вероятность формирования полноценного праймера для ДНК
полимеразы, ρ - вероятность репликации плазмиды, при условии, что праймер для ДНК
полимеразы успешно образовался (заимствовано из (Paulsson & Ehrenberg, 1998)).

Несущественные части RNAI в этом ДНК-РНК комплексе “подчищаются” РНКазой H,

что приводит к образованию полноценного праймера для ДНК полимеразы I (Tomizawa

and Itoh, 1981). Несмотря на то, что RNAI способна образовывать нестабильный комплекс
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с RNAII за окном ингибирования, этот процесс уже не влияет на образование полноценно-

го праймера (Tomizawa, 1986).

Таким образом, экспрессия молекулы RNAII с постоянной скоростью приводит к ре-

пликации плазмид, которая в с свою очередь негативно регулируется антисенсной RNAI.

Но как изменение в концентрации ингибиторной молекулы влияет на вероятность обра-

зования полноценного праймера, задаваемую 0Q ? Ответ на этот вопрос был получен в ра-

ботах (Ehrenberg, 1996; Paulsson and Ehrenberg, 1998; Paulsson et al., 1998).

Формировании репликационного праймера ингибируется антисенсной молекулой

только в окне ингибирования, состоящего приблизительно из 250 пар оснований

(рис.1.3.2). Так как на каждом шаге (основании) при транскрипции RNAII ингибиторная

молекула может образовать стабильный комплекс с пре-праймером, то вероятность транс-

крипции полноценной праймерной молекулы без присоединения RNAI вычисляется со-

гласно выражению:

∏
= +

=
360

110i ii

i

Rqp
p

Q , (1.3.1)

где ip  - вероятность транскрипции RNAII от основания i до основания i+1 без связывания

с комплиментарной RNAI, Rqi  - вероятность образования стабильного комплекса RNAI-

RNAII на шаге 1+→ ii  с концентрацией RNAI равной R (Paulsson et al., 1998). Предпола-

гая, что из 250 оснований, только m являются лимитирующими, мы находим вероятность

образования полноценного праймера:

( )
m

mkR
Q 





⋅+

=
1

1 , (1.3.2)

где ∑
=

=
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Два предельных случая выражения (1.3.2) заслуживают особого внимания. Во-первых,

при 1=m  мы находим вероятность образования полноценного праймера:

kR
Q

+
=
1

1 , (1.3.3)
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которое соответствует гиперболическому механизму ингибирования (Ehrenberg, 1996;

Paulsson et al., 1998), также верного для плазмиды R1 (Blomberg et al., 1992; Blomberg et

al., 1990; Keasling and Palsson, 1989; Leipold et al., 1994; Nordstrom et al., 1984; Nordstrom

and Wagner, 1994; Paulsson and Ehrenberg, 2000; Rosenfeld and Grover, 1993a). Если же чис-

ло лимитирующих шагов велико (например все 250 пар оснований), в пределе ∞→m , мы

получаем (Ehrenberg, 1996; Paulsson et al., 1998):






−=

k
RQ exp . (1.3.4)

Этот механизм ингибирования, названный экспоненциальным (Ehrenberg, 1996;

Paulsson et al., 1998), обуславливает значительное изменение в вероятности образования

репликационного праймера Q, при достаточно умеренном уменьшении/увеличении кон-

центрации молекулы RNAI. Экспоненциальным механизм ингибирования является наи-

более вероятным кандидатом на контроль копийности плазмиды ColE1, хотя и твердых

доказательств этому пока нет (Brenner and Tomizawa, 1991; Paulsson et al., 1998).

Таким образом, на примере плазмиды ColE1 мы продемонстрировали, как бактери-

альные плазмиды регулируют свою численность в клетках микроорганизмов. Следующие

главы (глава 2 и 3) посвящены исследованию вопроса как эффективность контроля ко-

пийности плазмид и наличие нескольких копий плазмиды в клетках штаммов микроор-

ганизмов влияют на стабильность поддержания плазмидсодержащих бактерий при управ-

ляемом культивировании.
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Г Л А В А  2

МАТЕМАТИЧЕСКИЕ МОДЕЛИ ПОПУЛЯЦИОННОЙ ДИНАМИКИ ПЛАЗМИД

2.1. Точная математическая модель популяционной динамики плазмид

Как было упомянуто в предыдущей главе, стабильное наследование плазмид от ма-

теринской клетки к дочерней в популяции микроорганизмов должно вовлекать негатив-

ный (или для ряда плазмид, как например Р1, F, λ-dv, позитивный (Summers, 1996)) кон-

троль репликации плазмид с последующим распределением реплицированных плазмид

между двумя дочерними клетками при делении материнской клетки. Следовательно, ка-

ждая плазмида за время генерации клетки-хозяина проходит через следующую цепь по-

следовательных событий: “репликация (в течение клеточного цикла)→ сегрегация (при

делении материнской клетки)→ репликация→ сегрегация→ репликация→…”. Опираясь

на такую схематическую картину процессов репликации и распределения плазмид, для

описания процесса наследования плазмид в популяции бактерий может быть построена

соответствующая математическая модель.

Пусть ( )gpi  есть вероятность обнаружения клетки с i копиями плазмиды в популяции

микроорганизмов после g генераций (равная, очевидно, числу клеток с копийностью i, де-

ленное на полное число микроорганизмов в популяции XX i ), ( )ji →λ  - вероятность

процесса дорепликации плазмиды от копийности i до копийности j в течение клеточного

цикла, ( )ji,ξ  - вероятность того, что при делении материнской клетки с i+j копиями плаз-

миды i копий попадет в одну дочернюю клетку и j в другую (рис 2.1.1).

Тогда полная вероятность обнаружения клетки с k копиями плазмиды в следующем

поколении (g+1я генерация) вычисляется в соответствии со схемой, приведенной на рис.

2.1.1: вероятность того, что при наличии i плазмид ( ip ) они дореплицируются до j плаз-

мид ( )ji →λ  и при распределении j плазмид при делении k копий попадет в одну из до-

черних клеток ( )kjk −,ξ . Этот процесс можно описать следующей бесконечной системой

разностных уравнений:

( ) ( ) ( ) ( ) 0           ,,1
1

≥−→=+ ∑∑
∞

=

∞

=

igpiijjkgp k
ij k

i ξλ (2.1.1)

Очевидно, что эта система не описывает реальный рост микроорганизмов, где ско-
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рость роста ограничивается доступность ресурсов, т.к. полное число клеток в популяции

растет экспоненциально (Печуркин, 1978): ( ) ( ) 12 0 −= gXgX . Экспоненциально растущая

популяция плазмидсодержащих микроорганизмов, подчиняющаяся выражению (2.1.1),

может наблюдаться в логарифмической фазе роста в периодической культуре (см. рис.

1.1.1) или при культивировании в турбидостате (pН-стате и т.п.).

          репликация    распределение

1 1 1

. . .

i-1 . .

i j-1 k-1

i+1 j k

. j+1 k+1

. . .

∞ ∞ ∞

( )1−→ jiλ ( )1,1 +−− kjkξ

( )1+→ jiλ ( )1,1 −−+ kjkξ

Рис. 2.1.1. Процесс репликации-сегрегации плазмид при росте-делении бактериальной
клетки. Этот процесс (как описано в основном тексте) происходит в два основных этапа:
репликация плазмид с начального числа i (которое задается распределением ip ) до неко-
торого промежуточного значения j, которое в свою очередь определяется механизмом
контроля копийности и в какой-то мере стохастикой процесса репликации; и распределе-
ние j плазмид при делении клетки согласно одному из двух основных механизмов (слу-
чайное или точное).

Следовательно, математическая модель (2.1.1) описывает экспоненциальный рост

плазмидсодержащих микроорганизмов в периодической культуре, тогда как в случае хе-

мостатного культивирования модель (2.1.1) может быть переписана в виде:

( ) ( ) ( ) ( )( ) ( ) ( )

( ) ( )( ) ( ) ( ) ( )( ) ( ) ,  , 1

,  , 1

0 1
0

1

∑∑∑

∑∑
∞

=

∞

=

∞

=

∞

=

∞

=

−→−−=+

−−→=+

i k

k
k

ij k

ikk
ij k

i

y
gX gSμiijjkgSSDgS

gDXgXgSiijjkgX

ξλ

µξλ
(2.1.2)
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где S, S0 - концентрация лимитирующего рост бактерий субстрата в ферментере и во вход-

ной среде, D -скорость протока среды с хемостате, yi - коэффициент эффективности ис-

пользования субстрата бактерий с i плазмидами, время g дано в генерациях,

( ) Dtgen /2ln≈ , или в непрерывном времени:

( ) ( ) ( ) ( )( ) ( ) ( )

( ) ( )( ) ( ) ( ) ( )( ) ( ) ,  , 

,  , 

0 1
0

1

∑∑∑

∑∑
∞

=

∞

=

∞

=

∞

=

∞

=

∆−
∆−−→−−=

−∆−∆−−→=

i k

kk
kk

ij k

ikkkk
ij k

i

y
tX tSμiijjktSSDtS

tDXtXtSiijjktX

ξλ

µξλ
 (2.1.3)

где kk µ2ln=∆  - время генерации клетки с k копиями плазмиды.

При всей своей видимой простоте, математическая модель (2.1.2)-(2.1.3), кроме тре-

бующих определения переменных { }SX i , , содержит также три основные функции

( µξλ ,, ), которые остались неопределенными, что делает аналитический анализ общей

модели (2.1.3)1 практически невозможным. Однако накопленные к настоящему времени

знания о контроле репликации и распределении некоторых неконьюгативных бактери-

альных плазмид (см. также главу 1) позволяют предложить несколько различных форм

для функций µξλ ,, .

1. Распределение плазмид между дочерними клетками ( )ji,ξ . К настоящему времени

было предложено по крайней мере три механизма распределения плазмид по дочерним

клеткам при делении материнской клетки (Nordstrom, 1984; Nordstrom and Austin, 1989;

Nordstrom et al., 1980a; Nordstrom et al., 1980b; Nordstrom et al., 1984; Rosenfeld and Grover,

1993b; Williams and Thomas, 1992): случайное (когда каждая дочерняя клетка имеет рав-

ную вероятность получить копию плазмиды при делении, что описывается биномиальным

распределением для деления бактерий или мультиномиальным для дрожжей), равное рас-

пределение (когда каждая дочерняя клетка получает одинаковое количество плазмид) и

смешанное распределение (когда каждая дочерняя клетка получает как минимум одну

плазмиду, а остальные копии плазмиды распределяются случайно). Случайное (или пас-

сивное) распределение плазмид скорее всего преобладает в плазмидах с высокой копий-

ностью (точнее, для плазмид с числом копий >15 на клетку не найдено механизма, обес-

                                                
1 Все дальнейшие рассуждения относятся также и к дискретному варианту (2.1.2).
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печивающего активное распределение плазмид по дочерним клеткам), тогда как малоко-

пийные плазмиды обладают несколькими классами локусов (par, sop и другие), ответст-

венными за активную сегрегацию плазмид при делении (Nordstrom and Austin, 1989;

Williams and Thomas, 1992). Отметим также, что par-локус, первоначально обнаруженный

в составе плазмиды pSC101 (Meacock and Cohen, 1980) не является компонентой активно-

го распределения плазмид при делении, а скорее играет некоторую роль в расщеплении

прореплицированных плазмидных комплексов и, благодаря этому, также влияет на ста-

бильность плазмид (см. также главу 3). В дополнение можно отметить, что к данному мо-

менту точность экспериментальных исследований не позволяет определить разницу в ста-

бильности плазмид, обладающих точным или смешанным механизмами распределения

(Nordstrom, 1984), а, следовательно, эти механизмы являются неразличимыми с экспери-

ментальной точки зрения. Такое ограничение на тип распределения плазмид среди дочер-

них клеток при делении материнской клетки однозначно определяет функцию ( )ji,ξ , ко-

торая имеет вид в случае случайного и точного распределений:

( ) ( ) ( )
!!

!2,
ji
jiji ji += +−ξ , (2.1.4)

( ) ( )






±=
=

=++= +−

случаяхдругих  в        ,0
1 если     ,5.0

 если         ,1

2
1, 11 ji

ji
ji ijijij δδδξ (2.1.5)

где ijδ  - символ Кронекера.

2. Удельная скорость роста бактерий с i копиями плазмиды iµ . При всей очевид-

ности, что такая зависимость должна существовать, экспериментальная связь между ско-

ростью роста бактериального штамма и количеством плазмидной ДНК, которое этот

штамм содержит, практически не изучена (см., например, (Chiang and Bremer, 1988;

Nguyen et al., 1989; Smith and Bidochka, 1998)). Одними из первых, кто проанализировал

влияние размера плазмиды и/или копийности плазмиды на скорость роста плазмидсо-

держащих микроорганизмов были Zund и Lebek (Zund and Lebek, 1980). Они обнаружили,

что снижение скорости роста исходного штамма бактерий происходит при наличии в

клетки бактерии плазмиды либо с копийностью выше, чем 20 копий на клетку, либо при

размере плазмиды более 100 т.п.о. Однако однозначного соответствия так найдено и не
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было (Nguyen et al., 1989; Smith and Bidochka, 1998; Uhlin and Nordstrom, 1977; Zund and

Lebek, 1980). В главе 4 на примере плазмиды pGLO и pWW0 мы оспариваем, что для не-

которых рекомбинантных плазмид увеличение времени генерации штаммов микроорга-

низмов, содержащих эти плазмиды, связано не просто с присутствием плазмид в бактери-

альной клетке, а, скорее всего, с высоким уровнем экспрессии клонированных в плазмиде

генов. Более того, мы экспериментально показали, что снижение скорости роста популя-

ции плазмидсодержащего штамма прямо пропорционально эффективности экспрессии

клонированного в плазмиде гена gfp (глава 4) и используя опубликованные данные (Duetz

and van Andel, 1991) аналогичную зависимость для генов мета-пути (catechol 2,3-dioxy-

genase) плазмиды pWW0. С другой стороны, проблема еще усложняется тем, что часто на-

правленное культивирование и отбор плазмидсодержащих микроорганизмов ведет к по-

вышению их приспособленности, иногда даже более приспособленных, чем исходный

бесплазмидный вариант (Bouma and Lenski, 1988; Fleming et al., 1988; Jones et al., 1980;

Lenski, 1993; Lenski et al., 1994a; McDermott et al., 1993; Papadopoulos et al., 1999; Seegers et

al., 1995). В простом же случае, в неселективных для поддержания плазмид условиях

удельная скорость роста популяции плазмидсодержащих микроорганизмов скорее всего

представляет убывающую функцию копийности, полиномиальную либо экспоненциаль-

ную (в зависимости от условий, Ганусов и др., 2000).

( )ii m
i ββµ −− exp      или       1~ . (2.1.6)

В селективных же условиях, когда рост бактерий ограничивается, например, анти-

биотиком, удельная скорость роста вероятно пропорциональна копийности при малом

числе копий и является насыщающейся (либо убывающейся) функцией при высокой ко-

пийности (Ганусов и др., 2000; Ганусов и др., 2001), т.е.

mi iK
i
+

µµ ~ . (2.1.7)

Хотелось бы еще раз подчеркнуть, что экспериментальных исследований, связы-

вающих удельную скорость роста микробной популяций и среднего числа копий в клет-

ках, до сих пор проведено не было, соответственно, при разработке математических мо-

делей, где копийность плазмиды представляет существенную переменную, приходится
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руководствоваться “здравым смыслом”, нежели реальными экспериментальными дан-

ными.

3.  Вероятность дорепликации i плазмид в клетке до j плазмид за время клеточного

деления ( )ji →λ . Для подробного вывода явного вида этой функции необходимо при-

влечение двух составляющих: знание основных механизмов регуляции контроля копий-

ности плазмид в бактериальных клетках и принципов стохастического моделирования ос-

нованного на подходе “главное уравнение или просто М-уравнение” (Master equation

approach, см. (Kampen, 1981)), который в теории вероятностей соответствует марковским

сетям с дискретным пространством состояний и непрерывным временем (Chiang, 1980).

Так как в дальнейшем мы будем рассматривать динамику многокопийных плазмид

pBR322 и pPHL-7 (и подобных), в основе которых лежит механизм контроля копийности

плазмиды ColE1, мы основываем описание функции ( )ji →λ  на известной биологии ре-

гуляции копийности этой плазмиды (см. предыдущую главу). Как было описано в главе 1,

в репликации плазмиды ColE1 принимает участие два основных компонента: cis- дейст-

вующий препраймер (“затравка”) для ДНК полимеразы RNAII и trans- действующий ком-

плиментарный к RNAII транскрипт RNAI (Masukata and Tomizawa, 1986; Tomizawa, 1985;

Tomizawa et al., 1981; Tomizawa and Som, 1984). RNAI и RNAII способны образовывать

комплиментарный комплекс, которых препятствует успешному образованию полноценно-

го праймера для ДНК полимеразы и, соответственно, началу репликации плазмиды, если

комплекс RNAI-RNAII образуется в так называемом “окне ингибирования” (Tomizawa,

1984; Tomizawa, 1986; Tomizawa et al., 1981). Стабильность образованного комплекса

многократно увеличивается в присутствие продукта гена rom, также находящегося на

плазмиде (Summers, 1996; Tomizawa, 1990a; Tomizawa and Som, 1984). Следовательно уве-

личение концентрации RNAI приводит к снижению вероятности образования полноцен-

ного праймера, и, соответственно, к снижению скорости репликации плазмид. С другой

стороны, усиление промоторной активности гена RNAII влечет увеличение скорости реп-

ликации плазмид. Так как концентрации матричных RNAI и RNAII составляют несколько

десятков (для RNAII) и сотен (для RNAI) молекул на клетку (Brendel and Perelson, 1993;

Brenner and Tomizawa, 1991), динамический процесс образования затравки, взаимодейст-

вие между RNAII и комплиментарной RNA I, и, наконец, репликация плазмид являются

случайным, а, следовательно, с наилучшим приближением должен быть описан стохасти-

ческой моделью (Ehrenberg and Sverredal, 1995; Kampen, 1981; Paulsson and Ehrenberg,

1998). Такая модель должна описывать изменение копийности в отдельно взятой клетке с
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течением времени. Пусть ( )dt, txp - вероятность нахождения “х” копий плазмиды

( ∞= ... ,2 ,1x ) в произвольной бактериальной клетке в интервал времени ( )dttt + , . Тогда

изменение ( )txp ,  подчиняется уравнению (Ehrenberg, 1996; Ehrenberg and Sverredal, 1995;

Paulsson and Ehrenberg, 1998):

( ) ( ) ( )( ) ( ) ( )( ) ( )txpxRxQktxpxRQxktxp IIII ,,111, ρρ −−−−= , (2.1.8)

где IIk  - скорость инициации транкрипции с промотора RNAII (час-1); Q(R) - вероятность

образования полноценного праймера при концентрации RNAI = R; ρ - вероятность реп-

ликации плазмиды при условии, что полноценный праймер для ДНК полимеразы успешно

образовался (Ehrenberg, 1996; Paulsson and Ehrenberg, 1998; Paulsson et al., 1998; Tomizawa,

1986). Очевидно, что зависимость Q(R) при заданной концентрации ингибиторной моле-

кулы R определяет дальнейшую динамику системы (2.1.8), также как и концентрация ан-

тисенсной RNAI R, зависящая от текущего числа копий плазмиды в клетке х. Можно сде-

лать два основных предположения относительно биологии контроля копийности плазми-

ды ColE1. Во-первых, учитывая высокую скорость оборота mRNA в бактериальных клет-

ках и trans- действующую RNAI в частности (Brenner and Tomizawa, 1991; Paulsson and

Ehrenberg, 1998; Summers, 1996), мы находим, что концентрация RNAI пропорциональна

числу копий на клетку или xkR II ε= (Paulsson et al., 1998)2. Во-вторых, зависимость

Q(R), согласно анализу проведенному в главе 1 (Ehrenberg, 1996; Paulsson et al., 1998) и

некоторым экспериментальным данным предполагается двух основных видов: гиперболи-

ческой либо экспоненциальной (Brendel and Perelson, 1993; Brenner and Tomizawa, 1991;

Ehrenberg, 1996; Nordstrom, 1983; Nordstrom et al., 1984; Paulsson et al., 1998), или матема-

тически ( )
kR

RQ
+

=
1

1  в случае гиперболической зависимости (выражение (1.3.3)) и

( ) ( )kRRQ −= exp  в случае экспоненциальной (выражение (1.3.4)). С учетом этих предпо-

ложений математическая модель (2.1.8) переписывается в виде:

                                                
2 RxkR II ε−=  что в приближении ∞→IIk ε,  при const/ =IIk ε  дает  xkR II ε=
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( ) ( )
( )( )

( )
( )

( )txp
mKx

xktxp
mKx

xktxp m
II

m
II ,

1
,1

11
1

,
+

−−
−+

−
=

ρρ
, (2.1.9)

где 1=m  соответствует гиперболическому механизму ингибирования, ∞=m - экспо-

ненциальному. К сожалению, нелинейный вид зависимости коэффициентов модели (2.1.9)

от числа копий плазмиды х не позволяет найти ее точное аналитическое решение, а следо-

вательно численное решение будет использовано при дальнейшем анализе, если обратное

не обозначено. Тем не менее, один важный и интересный случай все же может быть про-

анализирован аналитически, хотя и в приближенном варианте. Положим 1=m  и предпо-

ложим, что 1>>x , тогда процесс репликации плазмид, описанный системой уравнений

(2.1.9), приближенно является Пуассоновским:

( ) ( ) ( )txpKktxpKktxp IIII , ,1 , ρρ −−= ,

и его решение дается следующим выражением (распределением Пуассона):

( )
( ) ( )





≥−
−

<
= −

            if       ,exp
!

 if                    ,0
,

0
0

0
0

xxn
xx

n
xx

txp xx (2.1.10)

где Ktkn IIρ=  с начальным условием ( )
0

0, xxxp δ= , где ijδ  - символ Кронекера. Распре-

деление плазмид к окончанию клеточного цикла и подготовке к делению получается при

замене gentt → , что и представляет искомую функцию ( )ji →λ .

( ) ( ) ( )n
ij

nji
ij

−
−

=→
−

exp
!

0

λ , 2.1.11

где n теперь обозначает среднее число репликаций плазмиды за клеточный цикл клетки-

хозяина. В случае экспоненциального ингибирования функция ( )ji →λ  находится чис-

ленным интегрированием системы уравнений (2.1.9) при ∞→m .

Выражение (2.1.10) было впервые эмпирически предложено в работе (Nordstrom and

Aagaard-Hansen, 1984; Nordstrom et al., 1984), а затем получено и использовано в ряде тео-
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ретических работ для описания контроля копийности плазмид R1 и ColE1 (Brendel and

Perelson, 1993; Ehrenberg and Sverredal, 1995; Keasling and Palsson, 1989; Paulsson and

Ehrenberg, 1998; Rosenfeld and Grover, 1993a). Их подробный анализ проведен во введении

(см. главу 1), а здесь мы только еще раз подчеркнем, что решение (2.1.10) получено только

в частном случае с использованием приближения “большой копийности” 1>>x . В общем

же случае решение системы (2.1.9), означающее вероятность наблюдения х копий плазми-

ды в определенной клетке в момент времени t, прошедшее после деления, может быть

найдено только с использованием численных методов. Таким образом, математическое

описание негативного контроля копийности плазмид (или, другими словами, функции пе-

ререпликации плазмид) завершает формулирование точной математической модели попу-

ляционной динамики плазмидсодержащих штаммов микроорганизмов.

Применение модели. После столь длительного и детального описания всех особенно-

стей основной модели, может возникнуть вполне закономерный вопрос: “А зачем все это

нужно? Где и как эта модель может быть применена?” При всей наивности этих вопросов

они часто оказываются роковыми в теоретических исследованиях, где математическая

красота и строгость разработанной модели являются привлекательными, но практическая

ценность модели для понимания биологии изучаемого явления часто оказывается ни-

чтожной. С этой стороны, разработанная точная модель (2.1.3) обладает рядом несо-

мненных преимуществ и одним существенным недостатком. Во-первых, эта модель по-

зволяет предсказать динамику потери (или поддержания) плазмид, динамику распреде-

ления и стационарные распределения клеток с различной копийностью, если условия

культивирования (селективные или неселективные), параметры плазмиды (контроль ко-

пийности, случайная/точная сегрегация) и содержащего ее штамма (удельная скорость

роста) известны (или обратная задача - по известной динамике определить параметры

плазмиды и бактериального штамма- см. главу 4). Во-вторых, модель может быть ис-

пользована для ответа на теоретические вопросы типа “что если ?” (копийность плазмиды

изменилась, уровень экспрессии плазмидных генов увеличился и т.п.). Так как экс-

периментальное исследование этих вопросов часто сопряжено с рядом трудностей

(Summers, 1996), применение математических моделей является более чем оправданным.

С другой стороны, математическая модель (2.1.3), описанная в этой части, является

достаточно сложной для аналитического анализа (в случае гиперболического ингибиро-

вания ситуация гораздо проще из-за аналитического приближения для функции ( )ji →λ ,

см. выражение (2.1.11)), хотя и процессы, заложенные в нее (репликация и сегрегация
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плазмид), являются весьма простыми. Следующая часть как раз и посвящена описанию и

анализу приближенной модели динамики плазмид, которая включает в себя основные

свойства репликации плазмид и их распределения по дочерним клеткам при делении, ко-

торая не является точной, но тем не менее, которая позволяет провести сравнительный

анализ особенностей динамики многокопийных бактериальных штаммов при различных

условиях культивирования.

Хотя и математическое описание всех функций было проведено достаточно подробно,

не совсем понятно, во-первых, как механизм ингибирования репликации плазмид (экспо-

ненциальный или гиперболический) влияет на вероятность того, что при наличии в клет-

ке, например, 5 копий плазмиды к концу клеточного цикла в клетке останется 5 копий

(или будет 6, 7 и т.д. копий). Во-вторых, как стационарное (квази-стационарное, если быть

точным) распределение клеток с различным числом копий плазмиды зависит от механиз-

ма распределения плазмид по дочерним клеткам (случайное или точное)? Эти вопросы,

также как и вопрос стабильности плазмидсодержащих клеток при разном характере сегре-

гации плазмид, могут быть с легкостью отвечены с помощью математической модели

(2.1.3) (стабильность плазмид при различных механизмах их наследования была частично

проанализирована в недавней работе (Paulsson and Ehrenberg, 1998), и соответственно

здесь не будет анализироваться подробно (см. также главу 3)).

Как показывает численный анализ, вероятность репликации ijk −=  плазмид в те-

чение клеточного цикла радикальным образом зависит от механизма ингибирования пре-

праймера RNAII антисенсной RNAI (см. рис. 2.1.2). В случае гиперболического ин-

гибирования, распределение вероятности ( )i→..λ  не зависит от количества копий плаз-

миды в начале репликации и, в хорошем приближении, от параметра DkIIρθ = . Эти

свойства гиперболического механизма ингибирования и легли в основу так называемой

модели “+n репликаций” (Nordstrom et al., 1984; Persson et al., 1990a; Persson et al., 1990b),

которая только в последнее время получила теоретическое обоснование (Ehrenberg, 1996;

Paulsson and Ehrenberg, 1998). Экспоненциальное ингибирование, с другой стороны, де-

монстрирует противоположное поведение: при большой начальной концентрации плаз-

мидной ДНК в клетке вероятность того, что ни одной плазмиды не будет прореплициро-

вано может быть достаточно большой; более того, вероятность ( )i→..λ  драматически за-

висит от эффективности репликации плазмид θ, переходя в дельта функцию при больших

θ (не показано).
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Рис 2.1.2. Вероятность нахождения i копий плазмиды в клетке в конце клеточного
цикла, при наличии 1 (ромб), 5 (звезда) или 10 (квадрат) копий плазмиды в начале про-
цесса репликации. Точки соответствуют вероятности ( )i→..λ  в случае экспоненциаль-
ного ингибирования, непрерывные кривые - гиперболического (которое дается распре-
делением Пуассона). Параметры модели: 10== DkIIρθ , D=0.25 час-1, среднее число ре-
пликаций плазмиды в распределении Пуассона n положено равное 10, 

( )1−=
mm

nK
θ

. Расче-

ты в соответствии с моделью (2.1.9) при 1=m  (гиперболическое ингибирование) и ∞=m
(экспоненциальное ингибирование).

Такая точность работы экспоненциального механизма ингибирования отражается

прежде всего на стабильности плазмид (Paulsson and Ehrenberg, 1998). Так как потеря ко-

пий плазмиды осуществляется через образование бесплазмидной клетки при делении

плазмиднесущей материнской клетки, экспоненциальное ингибирование, выравнивая чис-

ло копий в популяции к завершению репликации хромосомальной ДНК, обеспечивает го-

раздо меньшую вероятность образования бесплазмидной клетки по сравнению с гипербо-

лическим механизмом ингибирования, который при равном среднем числе копий, приво-

дит к более дисперсному распределению, а следовательно, к большей вероятности образо-

вания бесплазмидной клетки при последующем делении (Paulsson and Ehrenberg, 1998;

Summers, 1996).

Таким образом, эти простые решения демонстрируют интересную разницу в регуля-

ции контроля копийности, и соответственно, в стабильности поддержания, плазмид с экс-
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поненциальным (предположительно ColE1) и гиперболическим (предположительно R1)

механизмами ингибирования репликации плазмид.

В отличие от приближенной модели, которая будет сформулирована и проанализи-

рована в последующих частях, точная модель (2.1.3) также позволяет исследовать вопрос,

как стационарное распределение клеток с различной копийностью зависит от механизма

сегрегации плазмид между дочерними клетками при делении материнской. Простейшая

аргументация показывает, что при точном распределении плазмид по дочерним клеткам,

распределение клеток с разным числом копий плазмиды должно быть менее дисперсным

по сравнению со случайным механизмом распределения. Это теоретическое предсказание,

полученное численным решением системы (2.1.3), изображено на рис. 2.1.3.
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Рис. 2.1.3. Квази-стационарное распределение клеток с различной копийностью при
случайной (синие точки, непрерывная линия) и точном (красные точки, штриховая линия)
сегрегации плазмид при делении. Непрерывная (сплошная) кривая описывает тео-
ретически ожидаемое распределение в приближении “большой копийности” (распреде-
ление Пуассона). Расчеты в соответствии с моделью (2.1.3) с использованием параметров:
D=0.25 час-1, 4=n , 10=θ , ( )1/ −= θnK , KS =0.01, 100 =S , µmax=1 час-1, 1=m  (ги-
перболический механизм ингибирования).

Действительно, квази-стационарное распределение (“квази”, потому что с течением

времени плазмиды будут все равно потеряны в популяции в неселективных для поддер-

жания плазмид условиях (см. выражение (1.2.3) и главу 3)) обладает большей дисперсией

при случайном распределении, чем при точном, как и ожидалось. Хотелось бы также от-

метить, что стационарное распределение (штриховая линия на рис. 2.1.3) совпадает с ра-
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нее рассчитанным для плазмиды R1 в симуляционных (Монте- Карло) численных экспе-

риментах (Nordstrom, 1985; Nordstrom and Aagaard-Hansen, 1984; Nordstrom et al., 1984).

Таким образом, точная модель (2.1.3) действительно описывает биологически кор-

ректную ситуацию динамики плазмид в популяции бактерий, следовательно, может быть

использована для предсказания динамики плазмидсодержащих микроорганизмов при раз-

личных условиях культивирования, а также для сравнения с динамикой приближенной

модели, которая будет разработана в следующей части.



43

2.2. Приближенная математическая модель популяционной динамики плазмид.

Точная модель популяционной динамики плазмид, которая было описана в преды-

дущей части, не является вполне удобной для проведения аналитического анализа и, в не-

которой степени, сложна для понимания. В этой части мы разработаем альтернативную

модель популяционной динамики плазмидсодержащих микроорганизмов, к которой пре-

дыдущая точная модель может быть сведена в некотором приближении, и которая позво-

лит нам понять динамику бактериальных плазмид (на примере плазмид pBR322, pPHL-7,

pGLO и других) в селективных и неселективных условиях. Однако необходимо отметить,

что даже если модель и является приближенной, она должна содержать основные свойства

плазмид, как молекулярные, так и популяционные. Рассмотрим популяционные аспекты

динамики плазмиднесущих микроорганизмов.

Как было упомянуто во введение (глава 1), популяционная неустойчивость штаммов

микроорганизмов, содержащих рекомбинантные плазмиды, может быть обусловлена тре-

мя основными причинами (Бейли 1989; Вельков 1983, 1994; Боронин и др. 1983, Дебабов

1985, 1987; Печуркин и др., 1990, Ганусов и др. 1999, Ганусов и Брильков, 1999): 1) сегре-

гацией плазмид, когда часть клеток популяции утрачивает плазмиды при делении; 2) не-

стабильностью генетической структуры плазмид, при которой плазмиды сохраняются во

всех клетках, но в измененном виде; 3) отличием кинетических характеристик роста по-

пуляции штамма, содержащего активно функционирующие плазмиды, в сравнении с ана-

логичными у бесплазмидного варианта, либо у варианта, содержащего измененные плаз-

миды. Следовательно, любая математическая модель, описывающая динамику нестабиль-

ных рекомбинантных штаммов, должна содержать перечисленные выше свойства.

Рассмотрим динамику популяции микроорганизмов (для начала не обязательно плаз-

мидсодержащих) при непрерывном культивировании в хемостате. Предполагая про-

странственную гомогенность популяции бактерий и питающего их субстрата, изменение

численности микроорганизмов F и ресурса S подчиняется следующей системе диффе-

ренциальных уравнений (Herbert et al., 1965; Moser, 1958; Novick and Szilard, 1950; Pirt,

1975):
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где ( )Sµ  - удельная скорость роста популяции микроорганизмов, D - удельная скорость

разбавления среды в хемостате и F - плотность популяции микроорганизмов.

Предположим теперь, что клетки (особи) популяции распределены по каким- либо

признакам, например, по возрасту, размеру или числу копий некоторой плазмиды. Тогда

функция ( )txFF ,=  теперь имеет смысл плотности вероятности так, что

( ) ( )∫
∞

0

d ,/d , xtxFxtxF - есть вероятность обнаружения клетки с относительной копийно-

стью, принадлежащей интервалу ( )xdxx +, , где x  - относительное содержание плазмид-

ной ДНК в клетке. В этом случае, так как F является функцией как минимум двух пере-

менных, уравнение (2.2.1) должно быть переписано в частных производных (Ганусов и

др., 1999; Ганусов и Брильков, 1999; Ганусов и др., 2001; Ландау и Лифшиц, 1973; Кли-

монтович, 1982).

Для вывода основной модели в частных производных выпишем закон сохранения

числа клеток для некоторой произвольной области фазового пространства xddV n=

(“фазовое пространство” в этом контексте означает наличие нескольких (n) различных

плазмид с разной копийностью). При выводе также необходимо учесть, что кроме потока

через границы, вызванного изменением копийности клеток со временем, существует про-

цессы рождения и элиминации клеток, которые можно рассматривать как источники-

( )Sx,µ  и стоки- D , распределенные по всей рассматриваемой области V. К моменту вре-

мени t в рассматриваемом объеме фазового пространства V будет ∫
V

n xFd  клеток. Рожде-

ние и элиминация даются следующим интегралом: ( )[ ]∫ ∫ −
t

V

n dtxdDSx
0

,µ . Дифференцируя

эти выражения по t, для любого момента времени получаем закон сохранения полного

числа бактериальных клеток (Ландау и Лифшиц, 1973):

( )[ ] .,∫∫ −=
V

n

V

n xdDSxxFd
dt
d µ
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Перенос операции дифференцирования под знак интеграла дает следующий закон:

( ) ( )[ ] ,,∫∫∫ −=+
∂
∂

V

n

SV

n xdDSxsdvFxd
t
F µ

где [ ]txvv ,= - скорость передачи плазмид в популяции от варианта x  варианту xdx n+ .

Пользуясь теоремой Гаусса-Остроградского (Ландау и Лифшиц, 1973), производя стан-

дартные операции и учитывая произвольность области V, мы получаем:

( ) ( )[ ]FDSxFx
t
F −=+
∂
∂ ,div µ ,

где ( )
z
v

y
v

x
vv zyx

∂
∂

∂
∂

∂
∂

++=div - дивергенция вектора v .

Вместе с уравнением на субстрат в случае хемостатного культивирования общая ма-

тематическая модель, описывающая динамику распределения плазмид в клетках микро-

организмов, имеет следующий вид:
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∂
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(2.2.2)

где F( x ,t) - плотность клеток с относительной концентрацией “ x ” плазмидной ДНК, S -

концентрация субстрата в ферментере, ),( Sxµ - удельная скорость роста, D- удельная ско-

рость разбавления среды в хемостате, S
0
 - концентрация субстрата в питающем резервуаре,

−),( Sxy  экономический коэффициент.

Таким образом, используя этот подход (2.2.2) и описывая разными способами функ-

ции [ ]txvv ,= , ( )Sx,µ , ( )Sxy , , ( )Sx,ε  (эффективность экспрессии клонированных генов,

которая входит в удельную скорость роста, см. далее и главу 4), можно исследовать раз-

личные свойства многокопийных, многоплазмидных бактериальных клеток.
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Однако необходимо отметить, что хотя и сформулированный подход и основанная на

нем математическая модель позволяют исследовать особенности динамики разных плаз-

мид с учетом их несовместимости, популяционная динамика плазмиднесущих мик-

роорганизмов, содержащих плазмиды только одного типа (например, pBR322, R1, ColE1,

pGLO, RP1-RP4, F), изучена к настоящему времени достаточно подробно, хотя многие во-

просы так и остаются неотвеченными (Bremer and Lin-Chao, 1986; Summers, 1996). Руко-

водствуясь этими соображениями, дальнейший анализ математической модели (2.2.2) и ее

производных будет проведен в предположении, что исследуемый микроорганизм содер-

жит плазмиду одного типа (например, pBR322 или pGLO).

Как подход (2.2.2) показывает, для формулирования математической модели необ-

ходимо знание двух основных функций: [ ]txvv ,=  и [ ]Sx,µµ = . Тогда как удельная ско-

рость роста µ определяется условиями культивирования (селективные/неселективные) с

естественным добавлением функции Моно как зависимости скорости роста микробной

популяции от концентрации субстрата (Herbert et al., 1965; Monod, 1949), скорость пере-

дачи плазмид от варианта х к варианту x+dx (или от 1+→ ii ) должна учитывать сле-

дующие процессы: увеличение копийности плазмиды из-за ее репликации и снижение

концентрации плазмиды из-за ее потери при делении (разбавление) (Nordstrom et al., 1984;

Paulsson et al., 1998; Summers, 1991; Summers, 1996; Summers et al., 1993). Механизм

“перепликации” плазмид зависит от биологии контроля репликации конкретной плазмиды

и в общем случае описывается функцией ( )xλ , которая в некотором смысле связана с

функцией ( )ji →λ  в точной модели. Потеря плазмид при делении из-за их разбавления в

среднем пропорциональна числу плазмид на клетку и обратно пропорциональна времени

генерации клеток микроорганизмов. Определяя, относительную копийность как N
ix = ,

где i - реальное число копий плазмиды на клетку и N- максимально возможное количество

копий в клетке (которое в частности может быть и бесконечным), скорость передачи

плазмид от варианта х к варианту x+dx (или от NNiNi /1// +→ ) принимает вид:

( ) ( )xSxxvx ,τµλ −== , (2.2.3)

где τ - параметр, определяющий скорость уменьшения среднего числа копий на клетку в

популяции микроорганизмов (см. главу 3).

Подставляя уравнение (2.2.3) в систему (2.2.2) можно получить математическую мо-
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дель, учитывающую сегрегационную и кинетическую нестабильность рекомбинантных

штаммов микроорганизмов в случае культивирования в хемостате (Ганусов и др., 2001):

( ) ( )( ) ( ) ( ) ( ) ( )[ ]
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где ( )x0τ  описывает вероятность образования бесплазмидной клетки при делении плаз-

мидной с копийностью х, dxdi /=ρ - плотность состояний ( в линейном случае N=ρ ).

Выражение (2.2.4) является финальной математической моделью, описывающей попу-

ляционную динамику плазмидсодержащих микроорганизмов, содержащих сегрегационно

( 00 ≠τ ) и кинетически ( ) const, ≠Sxµ  нестабильные природные и рекомбинантные плаз-

миды.

В большинстве случаев анализ непрерывных моделей проводится гораздо проще и

более того, более элегантно (см., например, сравнительный анализ непрерывных и дис-

кретных моделей (May and Nowak, 1994; May and Nowak, 1995)), поэтому модель (2.2.4)

предпочтительна хотя бы с этой стороны. Тем не менее, приближение “непрерывной ко-

пийности” может быть не совсем точным, особенно для плазмид с малой копийностью

(low copy number plasmids), и соответственно, предсказания непрерывной модели могут

быть не совсем корректными. С другой стороны, модель (2.2.4) также позволяет не только

“сконструировать” дискретную модель, описывающую аналогичную динамику плазмид, в

реальных “координатах” (число копий плазмиды на клетку), но и понять физический (и

биологический) смысл обеих моделей.

Пусть iX  - концентрация клеток с количеством копий плазмиды “i”. Тогда динамика

под-популяции клеток с копийностью i описывается разностной схемой модели (2.2.4) по

фазовой координате “х” (Ганусов и др., 2000):
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где iX - концентрация клеток с “i” копиями плазмиды, а условие 01 =+NX  следует из мак-

симальности копий плазмиды в клетке.

Рис. 2.2.1. Основные популяционные процессы, описанные в моделях (2.2.4 - 2.2.5) и под-
ходе (2.2.2). iX - число клеток с числом копий плазмиды i в популяции плазмидсо-
держащего штамма, iτ  описывает снижение копийности из-за “разбавления” плазмид при
делении, ( ) ii −≈ 1

0 2τ  - вероятность образования бесплазмидной клетки при делении клетки
с i копиями плазмиды, iλ  - скорость репликации плазмид из-за контроля копийности,
стрелки в верхней части обозначают рост клеток с различной копийностью (и со-
ответственно с разными скоростями).

Простейший анализ модели (2.2.5) раскрывает простой физический смысл динамики

плазмидсодержащих клеток в непрерывной модели (2.2.4) (и в подходе (2.2.2)). Изменение

копийности в популяции микроорганизмов (снижение за счет потери и увеличение за счет

репликации) может быть описана схемой, изображенной на рис. 2.2.1. Как последующий

анализ показывает (см. главу 3), все параметры, изображенные на рис. 2.2.1, имею простой
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биологический смысл и могут быть с легкостью сопоставлены с параметрами точной мо-

дели, разработанной в предыдущей части. Например, ii ⋅= ττ , ( ) ii −≈ 1
0 2τ , тогда как iλ

зависит от точности контроля копийности (гиперболический Ki 0 λτλ =  и экспоненци-

альный ( )Kiii /exp 0 −= λτλ , где IIkρλ =0  и ( )IIII kkK −= /ε , подробное объяснение дано

в главе 3).

В заключении этой части мы проведем простейший анализ приближенной непре-

рывной модели (2.2.4) с использованием различных аппроксимаций. Во-первых, мы

обобщим непрерывный подход (2.2.2) на случай совместной динамики нескольких плаз-

мид в популяции микроорганизмов. Во-вторых, мы проанализируем динамику плазмидсо-

держащих клеток в приближении экспоненциального роста (или роста, близкого к ста-

ционарному в непрерывной культуре); в завершении мы рассмотрим стационарные рас-

пределения клеток с различной копийностью в популяции микроорганизмов и их зависи-

мость от селективности условий культивирования.

Общий подход к исследованию свойств популяционной динамики многоко-

пийных многоплазмидных плазмид микроорганизмов. Математическая модель (2.2.4)

с легкостью может быть обобщена для моделирования динамики многоплазмидных (т.е.

содержащих несколько различных плазмид) рекомбинантных штаммов микроорганизмов

и изучения связанных с этим новым обобщением свойств, например несовместимости

разных плазмид в одной клетке. Для этого необходимо 2 основных шага (Ганусов и др.,

1999 Ганусов и Брильков, 1999; Ганусов и др., 2000). Первое, это сформировать вектор по-

тока плазмид в популяции:

( )jxxxR ••= 21 , (2.2.6)

где 1x  - относительная концентрация плазмид типа 1, 2x  - относительная концентрация

плазмид типа 2 и т.д. Под типом можно понимают либо разные, либо структурно изме-

ненные плазмиды. Второе, это описать взаимоотношения между классами плазмид, т.е.

совместимость/несовместимость, сегрегационную и структурную нестабильность и др.:
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Используя уравнение (2.2.7) и основной подход (2.2.2) мы окончательно находим

уравнение, описывающее динамику многоплазмидного штамма:
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В завершенной форме уравнение (2.2.8) должно быть дополнено уравнением на ли-

митирующий рост субстрат. Решение системы (2.2.8) при различных условиях культиви-

рования позволит исследовать особенности поддержания плазмид в популяции микро-

организмов с возможностью сосуществования (хотя возможно и не длительного) не-

скольких плазмид в бактериальных клетках.

Rem. Подобный подход к моделированию динамики численности биологических по-

пуляций, основанный на распределенных моделях и уравнении непрерывности, нельзя

признать новым, т.к. он использовался ранее рядом исследователей для описания рас-

пределения организмов по некоторым признакам, например, возрасту или размерам

(Anderson et al., 2000; Свирежев, 1978; Полуэктов, 1974; Степанова, 1980; Свирежев и Па-

секов, 1974). Подход, предложенный в настоящей работе и основанная на нем мате-

матическая модель, позволяют описывать популяционную динамику нестабильных плаз-

мид многокопийных многоплазмидных штаммов микроорганизмов, в том числе с учетом

несовместимости различных плазмид в одной клетке, что ранее не было рассмотрено (см.,

например, работы в этом направлении: Апонин, 1982; Апонин и др, 1984; Апонина и др,

1984; Апонин и Апонина, 1996; Mongold, 1992).

Динамика распределений в математической модели. В этой части мы рассмотрим

динамику распределения клеток с различной копийностью в популяции рекомбинантного

штамма при непрерывном и периодическом культивировании (Ганусов и др., 2001). Для

упрощения анализа мы используем приближение, что в начале культивирования средняя
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копийность на клетку является очень большой (это, например, возможно достичь хлора-

феминиколом (Frenkel and Bremer, 1986) или манипуляцией скорости роста плазмиднесу-

щих клеток (Atlung et al., 1999; Lin-Chao and Bremer, 1986; Summers, 1996)), а теоретиче-

ское значение средней копийности в новых условиях (после установления стационарного

состояния по числу копий, которое определяется из уравнения (2.2.3) при 0=x ) является

достаточно малым (см., например, (Lin-Chao and Bremer, 1986)). В этой аппроксимации,

мы можем пренебречь двумя функциями ( )x0τ  и ( )xλ  в модели (2.2.4). Так как копий-

ность в начале культивирования предполагается достаточно большой, мы также не будем

учитывать динамику бесплазмидных клеток (уравнение 2 в (2.2.4)). Как снятие этих огра-

ничений повлияет на общность наших выводов мы обсудим в окончании этой главы.

Для получения модели в наиболее простой форме мы предлагаем провести следую-

щую замену переменных:

ν=D/µmax, σ= S/KS, σ0= S0/KS, t= t⋅µmax,

µ= µ(x,σ)= µσµx= σ/(1+σ)⋅µx, ψ= F/(KS⋅y0), (2.2.9)

после которой получаем модель (2.2.4) в безразмерном виде:

( ) ( )

[ ]









Ψ
−−=

Ψ⋅⋅⋅+Ψ−=Ψ

∫ dx
y

x
dt
d

x
xt

x

xx

1

0
0 )(

µ
ρµσσνσ

µµ
∂
∂τνµµ

∂
∂

σ

σσ

(2.2.10)

Так как полная модель (2.1.10) в общем случае аналитически не интегрируема, мы

получим  несколько аналитических решений Ψ(x,t) в приближении роста популяции в хе-

мостате (турбидостате или периодике) в состоянии, близкому к стационарному. При этом

σµ  не зависит от концентрации субстрата, νµ ≈  и система (2.2.10) сводится к сле-

дующей:
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(2.2.11)

Пользуясь теоремой Тихонова (Романовский и др., 1975), мы находим, что пере-

менная Ψ  является “медленной”, а σ “быстрой”. Следовательно, переменную концен-

трации субстрата в среде σ можно заменить её стационарным значением, и тогда система

(2.2.11) редуцируется до одного уравнения для Ψ :

( )xx x
xx

x
t

µ
∂
∂τ

∂
∂µτ

∂
∂ ⋅Ψ=Ψ−Ψ , (2.2.12)

где, не исключая общности, мы положили σµ = 1. Решение уравнения (2.2.12) мы прове-

дем для двух типов зависимости xµ (х) - нулевого ( 0~ xxµ ) и линейного ( 1~ xxµ ) при-

ближений.

1. Нулевое приближение. Пусть xµ = 1 и начальное распределение плазмид по клет-

кам задано в виде волнового пакета с малой дисперсией 2a :

( ) ( ) 2

2)1(

10, a
x

exx
−

−
−=Ψ θ (2.2.13)

где ( )xθ - функция Хевисайда:

( )




≥
<

=
0       ,1
0      ,0

x
x

xθ .

Характеристическая система уравнения (2.2.12) записывается как:

( ) }{ ′+Ψ

Ψ=
−

=
xxx x

d
x
dxdt

µττµµτ
, (2.2.14)

и при xµ = 1 первые интегралы системы находятся интегрированием выражения (2.2.14):
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{ } .exp),(
,)exp(
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Cttx
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=⋅

τ
τ

(2.2.15)

Тогда общее решение уравнения (2.2.14) имеет вид ( ) 0, 21 =CCH , где Н- любая ана-

литическая функция от двух аргументов. При 0=t  в случае начального распределения

(2.2.3) функция Н принимает вид:

2

)1(

121
2

2
1

)1(),( CeCCCH a
C

−−=
−

−
θ , (2.2.16)

Подставляя первые интегралы 1C , 2C  в уравнение ( ) 0, 21 =CCH , мы получаем ча-

стное решение системы (2.2.14), удовлетворяющее начальному распределению (2.2.13):

( ) ( ) ( )










 −−⋅−=Ψ 2

2
1exp1,

a
xetxetx

t
t

τ
τ τθ . (2.2.17)

Выражение (2.2.17) описывает снижение концентрации плазмиднесущих клеток с

течением времени3 (рис. 2.2.2). Дисперсия распределения при такой динамике, как это

видно из рисунка 2.2.2, уменьшается. Как это не странно, но скорость элиминации плаз-

миднесущих клеток совпадает со скоростью снижения средней копийности в популяции

микроорганизмов, которое дается отношением ( ) ( )∫∫ ΨΨ
1

0

1

0

,, dxtxdxtxx . Для ситуации, ко-

гда скорость роста плазмидсодержащих клеток не зависит от числа копий плазмиды на

клетку (решение дано выражением (2.2.17)), снижение среднего числа копий пропор-

ционально ( )Dtτ−exp , что, впрочем, объясняется зависимостью вероятности потери одной

копии плазмиды от их количества.

Анализ экспериментальных данных Jones et al. (Jones et al., 1980) и Brownlie et al

(Brownlie et al., 1990), изображенных на рис. 2.2.3 демонстрирует корректность этих рас-

суждений. В этих экспериментах авторы прослеживали динамику плазмиднесущих бак-

терий при различных условиях культивирования. При тщательном анализе этих данных

                                                
3 Необходимо напомнить, что это приближение работает, пока копийность не упала до предельно малых зна-
чений (например, 20% от исходной концентрации).
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мы обнаружили, что хотя авторы и использовали различные условия культивирования и

разные плазмиды, динамика среднего числа копий на клетку в популяции бактерий яв-

лялась близкой к экспоненциальной (регрессионный коэффициент 9.0>r ), как это и

предсказывается решением (2.2.17) (за исключением начальных точек, где мы полагаем

возможный лаг период при инокуляции новой культуры (Davis et al., 1990; Monod, 1949)).
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Рис. 2.2.2. Динамика распределения клеток по количеству копий плазмиды на клетку
в хемостате в приближении стационарного роста. Непрерывная линия 1=xµ  (расчет по
формуле (2.2.17)), штрихованная - xx βµ −= 1  (формула 2.2.26).  Параметры модели: ν=
µσ= 1, 01.0=τ , 1.0=a , 1.0=β . 1- начальное распределение, 2- распределение после 50 t
(безразмерного времени см. (2.2.9)), 3- распределение после 100 t.

Обе плазмиды pBR322 и pAT153 являлись сегрегационно нестабильными при не-

прерывном культивировании в хемостате, более того, соответствующие скорости потери

плазмид (что отражено в общей модели (2.2.4) и в частном решении (2.2.17) параметром

τ ) были оценены как 03.0≈τ  и 09.0≈τ  на генерацию соответственно для pBR322 и

pAT153. Очевидно, что разные плазмиды (pBR322 и pAT153) снижаю свою копийность с

разной скоростью. Существенно однако, что две оценки (0.03 и 0.09) являются гораздо

меньшими, чем предсказывается простой моделью, разработанной Паулсоном с соавт.

(Paulsson et al., 1998), где 69.02ln ≈=τ  (см. главу 3). К сожалению, причины этого ра-

зительного несоответствия еще пока не совсем ясны, и мы в настоящее время работаем
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над исследованием этого вопроса. Одной из рабочих гипотез является предположение о

более сложном характере динамики средней копийности (например, при изменении сред-

него размера клеток при длительном культивировании (Akerlund et al., 1995; Churchward et

al., 1982)), который не учитывается простой моделью (Paulsson et al., 1998). Другим инте-

ресным наблюдением является то, что решение (2.2.17) описывает динамику снижения

числа копий даже при малой копийности (~10-20%), где, строго говоря, решение (2.2.17)

не может быть применено.
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Рис. 2.2.3. Динамика среднего числа копий плазмиды pBR322 (ромб, (Jones et al.,
1980)) и pAT153 (треугольник, (Brownlie et al., 1990)) при непрерывном культивировании
в хемостате при скорости протока D=0.25 час-1 (1) и D=0.15 час-1 (2). Непрерывные линии
получены в соответствии с предсказанием модели (2.2.17). Скорость потери плазмид была
оценена как 03.0≈τ  и 09.0≈τ  на генерацию соответственно для pBR322 и pAT153.

2. Линейное приближение. Известно, что экспрессия клонированных в плазмидах

генов влияет на максимальную удельную скорость роста популяции, содержащей эти гены

(Aiba et al., 1982; Bailey et al., 1986; Bentley et al., 1990; Chiang and Bremer, 1988; Dunn et

al., 1995; Fleming and Patching, 1994; Imanaka and Aiba, 1981; Imanaka et al., 1980; Lee and

Edlin, 1985; Lin-Chao and Bremer, 1986; Nguyen et al., 1989; Summers, 1996; Uhlin and

Nordstrom, 1977; Walmsley et al., 1983; Zund and Lebek, 1980). Хотя и точный механизм

этого явления пока не выяснен до конца, и вероятно является уникальным для каждой

плазмиды, в математической модели (2.2.11) эту феноменологическую зависимость можно
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выразить следующим образом:

SK
S

Sx
s +

⋅
==

)(
),,( max εµ

εµµ , (2.2.18)

где ε- эффективность экспрессии плазмидных генов. При условии, что затраты на экс-

прессию плазмидных генов много меньше затрат на рост и поддержание жизнедеятель-

ности бактерий, или 1/ maxmax <<µε , мы получаем:

( ).)0()(
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ε
µµεµ
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d
+⋅−=

=

(2.2.19)

Из предположения о независимой экспрессии различных копий в клетке бактерии

следует:

.)( max xx ⋅== εεε (2.2.20)

Нормируя удельную скорость роста на maxµ , окончательно находим связь скорости

роста популяции плазмиднесущих микроорганизмов и средней копийности:
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−⋅

+
≈ , (2.2.21)

где параметр β  характеризует влияние эффективности экспрессии клонированных в

плазмидах генов на удельную скорость роста популяции рекомбинантного штамма

( αβ =x , где α  - селективный коэффициент, см. выражение (1.2.2)) и maxε  - эффектив-

ность экспрессии плазмидных генов при максимальной копийности х=1 (Ганусов и др.,

2000). Рассмотрим два случая: точное решение при ( )xx βµ −= 1)(  и решение при

( ) ( )ββµ −−= 11)( xx .

Решение 1. Приближение 1<<β  обычно справедливо при слабой зависимости

удельной скорости популяции от количества копий плазмиды в клетках, что часто на-

блюдается для векторных плазмид в неселективных условиях (Chiang and Bremer, 1988;
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Engberg et al., 1975; Smith and Bidochka, 1998; Zund and Lebek, 1980).

Характеристическая система уравнения (2.2.12) в случае ( )xx βµ −= 1)(  имеет вид :

( ) }{ βτββτβτ xxх
d

xx
dxdt

−−−Ψ
Ψ=

−−
=

1)1(
(2.2.22)

Тогда решение первого уравнения системы (2.2.22) есть:
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Интегрируя (2.2.23), мы находим первые интегралы:
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Проводя аналогичные нулевому приближению вычисления и используя начальное

распределение в виде (2.2.13), мы получаем следующее выражение для динамики рас-

пределения клеток по количеству копий плазмиды в хемостате:
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Решение 2. Решение (2.2.25) предполагает, что динамическая замена клеток с вы-

сокой копийностью ( 1≈x ) на штамм с малой копийностью ( 1<x ) качественно не меняет

стационарное состояние в непрерывной культуре. Хотя это приближение может быть вер-

ным при очень малых β, мы получим другое решение, когда ( ) ( )ββµ −−= 11)( xx . При

таком выборе скорости роста, селективное преимущество бесплазмидных клеток

α выражается таким же образом, как и в предыдущем случае, т.е. ( ) xx βα = . Используя

начальное распределение в виде (2.2.13), мы находим следующее выражение для дина-
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мики распределения клеток по количеству копий плазмиды в хемостате в случае точного

решения:
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Заметим, что переходя к пределу 0→β , мы получаем, что выражение (2.2.26) (как и

(2.2.25)) переходит в (2.2.17). Динамика этого распределения изображена на рис. 2.2.2, из

которого видно, что даже настолько упрощенная модель предсказывает большую скорость

элиминации плазмид при их высокой “стоимости” (большие β), что впрочем достаточно

тривиально. Отметим, что плотность популяции рекомбинантного штамма также меньше

для плазмид с высокой β, что связано с энергетическими затратами клетки на репликацию

и поддержание плазмид.
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Рис. 2.2.4. Изменение средней копийности в популяции плазмидсодержащих клеток
при культивировании в хемостате при 210−=τ , 1- 1.0=β , 2- 5.0=β . Точки рассчитаны в
соответствии с выражением (2.2.26), непрерывные линии описывают экспоненциальную
регрессию.
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Решение (2.2.27) также подразумевает, что в появление малокопийных вариантов в

изначально гомогенной плазмидсодержащей популяции вовлечены два основных про-

цесса. Во-первых, плазмиды теряются при их неравной сегрегации (или, если это более

удобно, через “разбавление” плазмид), что описывается параметром τ и дано решением

(2.2.17). При малых β мы ожидаем скорость снижения средней копийности порядка τ, что

и продемонстрировано на рис. 2.2.4 (регрессия кривой 1). Увеличение β ведет к не-

пропорциональному увеличению скорости снижения средней копийности плазмиды в по-

пуляции микроорганизмов (на рис. 2.2.4 - в два раза, регрессия кривой 2). Таким образом,

модель предсказывает, что повышение энергетической стоимости плазмиды, харак-

теризуемой параметром β (или xβα =  при const=x ), ведет к снижению общей ста-

бильности плазмиднесущих клеток микроорганизмов при непрерывном культивировании.

Время полуэлиминации плазмид в хемостате. Используя математическую модель

(2.2.10) мы можем определить характерное время, в течение которого полное число плаз-

мид в популяции плазмидсодержащего штамма снизится вдвое (или так называемое, вре-

мя полуэлиминации плазмид (Ганусов и др, 1999; Ганусов и Брильков, 1999; Ганусов и

др., 2001)). Это время удовлетворяет следующему неравенству:

τατ
gTg ≤≤

+ 2/1
max

, (2.2.27)

где ( ) Dg /2ln=  - время генерации в хемостате со скоростью протока D и maxα  - макси-

мальное значение селективного коэффициента, который определен как

( ) ( )SSxx ,0),(1 µµα −= . Докажем это утверждение. Для этого обозначим полное коли-

чество плазмид в популяции как:

( ) ( )∫ Ψ=
1

0

, dxtxxtL . (2.2.28)

Из системы (2.2.10) и определения (2.2.28) мы получаем, что L(t) удовлетворяет сле-

дующей системе дифференциальных уравнений:
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(2.2.29)

1. 
τ
gT ≤2/1 .

Для доказательства этого неравенства мы предположим, что скорость роста плаз-

мидсодержащих клеток не зависит от копийности этих клеток, т.е. 0=α . Стационарное

состояние в хемостате в этом приближении будет достигнуто с экспоненциальной скоро-

стью Dte−  за несколько генераций. По определению в стационарном состоянии в хемо-

стате должны выполняться следующие условия (Herbert et al., 1965; Moser, 1958):

( )
.0/
,,

=
≈

dtd
x
σ

νσµ (2.2.30)

С учетом (2.2.30) и модели (2.2.29) мы с легкостью находим, что ,2/1 τ
gT =  которое

при 0≠α  очевидно является верхней оценкой.

2. 
max

2/1 ατ +
≥ gT .

Для 0≠α  с учетом определения селективного преимущества как

( ) ( )SSxx ,0),(1 µµα −= , мы находим следующее уравнение для динамики полного числа

копий:

( ) ( ) ( ) ( )( )dxxtxxL
dt
dL

∫ −Ψ−+−=
1

0

1,,01 ασµτν (2.2.31)

В процессе элиминации плазмидсодержащего штамма микроорганизмов следующее

неравенство верно: ( ) νσµ ≥,0 . Соответственно, с учетом этого условия производная от

полного числа копий ( )tL  в уравнении (2.2.31) является ограниченной:

( ) ( ) LLdxtxxxL
dt
dL

max

1

0

, νατναντν −≤Ψ−−≤ ∫ (2.2.32)
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что доказывает вторую часть неравенства (2.2.27).
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Рис. 2.2.5. Снижение полного числа копий плазмиды в популяции в хемостате в не-
селективных условиях при разном максимальном числе копий в клетке N ( 210−=τ ). 1 - N
= 50, 2 - N = 30, 3 - N = 10. Стрелкой отмечено время полуэлиминации плазмид. По оси
ординат - общее количество плазмид в популяции бактерий в условных единицах.

Из неравенства (2.2.27) следует, что время полуэлиминации плазмид из популяции в

стационарном состоянии в хемостате определяется тремя основными параметрами плаз-

мидсодержащего штамма: временем генерации (которое в общем случае задается скоро-

стью протока), скоростью потери плазмид при делении, характеризуемой параметром τ, и

селективным преимуществом бесплазмидных клеток (точнее, его максимальным значени-

ем). Тот факт, что при 0=α  время полуэлиминации не зависит от максимального числа

копий плазмиды в клетке, продемонстрирован на рис. 2.2.5.

Таким образом, если известны параметр τ, среднее время генерации клеток микроор-

ганизмов g и максимальное значение селективного коэффициента maxα , то с помощью вы-

ражения (2.2.27) можно оценить характерную длительность процессов ферментации

штаммов сверх-продуцентов до того момента времени, когда продуктивность рекомби-

нантного штамма снизится из-за потери плазмид с клонированными в них генами при-

мерно вдвое. С этой точки зрения, время полуэлиминации (2.2.27) может служить важной

характеристикой популяционной устойчивости генноинженерных штаммов-продуцентов.
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Ограничения. Частные решения математической модели (2.2.10), как мы упомянули

ранее, были получены с использованием двух серьезных ограничений. Во-первых, мы

предположили, что в начале культивирования (или, что тоже самое, в инокулятной куль-

туре) все клетки содержат достаточно большое число копий плазмиды. Если это прибли-

жение не выполняется (что возможно в определенных ситуациях), непрерывная модель

перестает работать, так как в этом случае изменение относительной копийности на одну

копию N/1  не является малым (что было использовано при выводе непрерывной модели),

и, следовательно, не непрерывная, а дискретная модель должна быть использована для

описания динамики распределения клеток с разной копийностью и изменение среднего

числа копий на клетку (см. главу 3). Более того, низкая начальная средняя копийность в

популяции плазмидсодержащих микроорганизмов может привести к образованию суще-

ственной фракции бесплазмидных клеток, которые могут кардинально изменить после-

дующую динамику плазмиднесущего штамма (см, например, (Jones et al., 1980)), и дина-

мика которых не учитывается явным образом в приближенной модели (2.2.10). Во-вторых,

для понимания эссенции динамики распределения клеток с различным числом копии

плазмиды мы также пренебрегли контролем копийности плазмиды, описываемый функ-

цией ( )xλ . Это приближение может быть обосновано, если мы предположим, что стацио-

нарное значение средней копийности плазмидсодержащего штамма при длительном куль-

тивировании является достаточно низкой. Приближенное уравнение на стационарное зна-

чение средней копийности в этом случаев выражается как ( ) xx τµλ = , и следовательно,

если 1<<x , то ( ) 01 ≈<<xλ , что и было использовано в модели (2.2.10).

Простейший анализ показывает, что могло бы произойти с динамикой среднего чис-

ла копий и распределения клеток с разной копийностью, если бы два вышеупомянутых

условия не были бы удовлетворены в конкретной ситуации. Если ( ) 00 ≠xτ , динамика не

меняется существенно при малых β, хотя при 1≈β  динамика может отличаться от пред-

сказываемой решениями (2.2.25) и (2.2.26) и изображенной на рис. 2.2.2 и 2.2.4. С другой

стороны, учет контроля копийности ( ( ) 0≠xλ ) приведет к снижению скорости уменьше-

ния среднего числа копий на клетку из-за репликации плазмид, и, следовательно, при

0≈x  мы ожидаем отклонение снижения средней копийности от экспоненциального зако-

на, что частично подтверждено на рис. 2.2.3 (кривая 2), где после 30 генераций роста

плазмидсодержащего штамма в непрерывной культуре изначально уменьшающаяся сред-

няя копийность плазмид pAT153 начала увеличиваться в последующих 5 генерациях, что
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вполне может соответствовать “включению” негативного контроля копийности.

В заключении этой главы, мы рассмотрим анализ стационарных распределений не-

прерывной модели в селективных и неселективных для поддержания плазмид условиях,

где мы опять используем следующие приближения: ( ) 0≈xλ  и ( ) 00 ≈xτ . Последствия на-

рушения этих условий мы обсудим в конце этой части.

Стационарные решения. Стационарные распределения можно получить из мате-

матической модели (2.2.10) при t→∞, когда производные по времени равны нулю. В этом

случае система (2.2.10) упрощается:

[ ] ( )

( )









=
Ψ

−−

=Ψ⋅⋅⋅+Ψ−

∫
∞
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,0

0
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µσσν

µµ
∂
∂τνµµ

σ

σσ

(2.2.33)

Проанализируем решения стационарной математической модели (2.2.33) в селек-

тивных и неселективных для поддержания плазмид условиях.

Неселективные условия. В неселективных условиях удельная скорость роста по-

пуляции обычно не зависит от количества копий плазмиды в клетке, т.е. xµ = 1, либо за-

висит “слабо”, т.е. xх βµ −= 1 . В этом случае ( xµ = 1) стационарное распределение бак-

териальных клеток по количеству копий в клетке имеет вид:

,)(
111









−




 −

=Ψ ν
µ

τ
σ

Cxx (2.2.34)

где С- нормировочная константа, которая находится из условия стационарности для вто-

рого уравнения системы (2.2.33):

[ ] ,)( 0
0

σσσ −=Ψ=Ψ Σ

∞

∫ dxx (2.2.35)

где ΨΣ- стационарное значение полной биомассы клеток. В стационарном состоянии в хе-

мостате выполняется условие ( ) νσµ ≈,x , тогда, очевидно, ./)( xCx =Ψ  Используя
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(2.2.34), с учетом (2.2.35) мы легко получаем явный вид стационарного распределения в

неселективных для поддержания плазмид условиях:

( ) ( )x
Ax

tx
A

δΣΣ

→
Ψ=








⋅
Ψ−=Ψ
ln2

lim),(
0

, (2.2.35)

где δ(х)- дельта- функция Дирака. Из выражения (2.2.35) следует, что непрерывного ста-

ционарного распределения в неселективных условиях не существует, т.е. в этом случае

при t→∞ в хемостате существуют только бесплазмидные клетки.

Селективные условия. В селективных для поддержания плазмид условиях, на-

пример, при ингибировании роста бактерий антибиотиками, устойчивость к которым у

бактерий детерминируется плазмидными генами, можно предположить, что удельная ско-

рость роста популяции прямо пропорциональна количеству копий плазмиды в клетках

этой популяции (для более общего случая см. выражение (2.1.7)). В этом случае можно

положить, что Kxx =µ , где К- коэффициент пропорциональности, связанный опреде-

ленным образом с константой ингибирования. Конечное стационарное распределение

клеток в популяции бактерий по копиям плазмиды при культивировании в хемостате вы-

ражается тогда следующим образом:
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(2.2.36)

Окончательное, нормированное с учетом условия (2.2.35) распределение тогда при-

нимает форму:
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(2.2.37)

где Г(1 + 1/τ) - гамма-функция Эйлера.
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Рис. 2.2.6. Стационарное распределение клеток по копиям плазмиды в хемостате в
селективных для поддержания плазмид условиях в соответствии с формулой (2.2.36),

1.0=τ . 1 - 1=K ; 2 - 3=K .

Стационарное распределение (2.2.37) представляет собой несимметричную кривую, и

для разных значений параметра K изображено на рис. 2.2.6 (ср. с (Bailey et al., 1983;

Lobner-Olesen, 1999; Srienc et al., 1986; Tseng et al., 1997)). Очевидно, что существует кри-

тическое значение копийности, не обеспечивающее выживания малокопийных клеток в

селективных условиях. Выражение (2.2.37) включает в себя и возможность многократного

увеличения среднего числа копий плазмиды в клетке в селективных условиях (амплифи-

кации) при соответствующих значениях постоянной К, величина которой характеризует

уровень селективного давления.

Ограничения. Как и в предыдущем случае, снятие ограничений ( ) 0≈xλ  и ( ) 00 ≈xτ

приводит к в какой-то мере другим результатам. В неселективных условия, однако, плаз-

миды действительно не могут поддерживаться бесконечно долго, и в конце концов на-

чальный плазмидсодержащий штамм заменяется бесплазмидным вариантом, но по причи-

не ненулевой вероятности образования бесплазмидной клетки 0τ  (т.е. если ( ) 00 ≠xτ ). В

селективных же условиях образование бесплазмидных клеток не является важным из-за

отсутствия роста таких клеток в присутствии, например, антибиотика (мы исключаем воз-

можность разрушение внеклеточного антибиотика плазмидсодержащими клетками, а сле-

Относительное число копий плазмиды в клетке

( )xΨ

1

2
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довательно возможность роста бесплазмидных вариантов). С другой стороны, наличие не-

гативного контроля копийности ( ) 0≠xλ  приведет к селекции клеток с копийностью x~ ,

определяемой в уравнении ( ) ( )xSxx ~,~~ τµλ =  (см. главу 3), соответственно, стационарное

распределение будет представлять дельта-функцию ( )x~δ  в отличие от предсказываемого

(2.2.37). Стационарное распределение (2.2.37) может наблюдаться для плазмид с нару-

шенным механизмом контроля копийности (Chiang and Bremer, 1991), когда определенная

копийность плазмиды селектируется скорее уровнем антибиотика, а не негативным кон-

тролем репликации плазмид.

Эта часть завершает анализ непрерывной модели, которая при всей своей ограни-

ченности, тем не менее способна описать многие наблюдаемые экспериментальные дан-

ные (снижение среднего числа копий в популяции рекомбинантного штамма, динамику

распределения клеток с различной копийностью, время полуэлиминации плазмид из хе-

мостата и некоторые другие). Следующая глава посвящена анализу дискретной матема-

тической модели (которая также является приближенной), где мы рассмотрим популяци-

онную динамику плазмидсодержащих микроорганизмов при различных условиях управ-

ляемого культивирования, сравним ее с предсказанием точной модели и проанализируем

на ее основе некоторые экспериментальные данные.
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ГЛАВА 3.

ВЛИЯНИЕ ЭФФЕКТА МНОГОКОПИЙНОСТИ ПЛАЗМИДЫ НА ПОПУЛЯЦИОННУЮ

ДИНАМИКУ ПЛАЗМИДСОДЕРЖАЩИХ БАКТЕРИЙ

3.1. Анализ дискретной модели: связь с точной моделью и динамикой средних.

Предложенная и исследованная в предыдущей главе непрерывная модель популяци-

онной динамики микроорганизмов, содержащих рекомбинантные плазмиды, кроме ряда

обсужденных недостатков обладает также одним серьезным ограничением: она описывает

динамику плазмид, предполагая их непрерывное изменение от варианта с числом копий х

к варианту с копийностью xx d+ . Это свойство вполне может выполнять для высокопий-

ных плазмид (плазмид, у которых средняя копийность достигает 50-100 копий на клетку),

однако очевидно является неприменимым для плазмид с промежуточной или малой сред-

ней копийностью (порядка 5-30 копий на клетку). Для описания популяционной динамики

мало- и среднекопийных штаммов микроорганизмов мы предлагаем основанную на под-

ходе (2.2.4) дискретную модель, где переменной является фактическое число копий плаз-

миды на клетку i, и которая описывает изменение распределения клеток с различным чис-

лом копий в популяции микроорганизмов. Несмотря на то, что модель (2.2.5) была полу-

чена из “первых принципов” (уравнение непрерывности), в этой части мы предлагаем аль-

тернативный подход.

Рассмотрим изменение численности под-популяции, в которой каждая клетка со-

держит точно i копий плазмиды. Обозначим значение плотности этой суб-популяции в

момент времени t как ( )tX i . В следующий бесконечно близкий момент времени dtt +  три

основных события может произойти с клетками этой под-популяции (см. рис. 3.1.1). Во-

первых, благодаря негативному контролю копийности, число копий в клетке может воз-

расти до i+1, что определяется скоростью репликации плазмид iλ , очевидно зависящей от

числа копий плазмиды в под-популяции. Если копийность i является достаточно большой,

то 0≈iλ , и соответственно, вероятность увеличения числа копий бесконечно мала (см.

также рис. 2.1.2). Во-вторых, так как все клетки имеют определенную вероятность деле-

ния, определяемую скоростью роста iµ  (которая равна ( )tiµ−− exp1 ), клетки могут поде-

литься в момент времени dtt +  и, таким образом, при случайной сегрегации плазмид по

дочерним клеткам могут привести к образованию бесплазмидной клетки с вероятностью



68

( )i0τ . Более того, случайное распределение плазмид также приводит к снижению (в сред-

нем) копийности от i до 1−i  со скоростью iii Xµτ  (рис. 3.1.1)

Рис. 3.1.1. Простейшая репрезентация процессов, вовлеченных в популяционную ди-
намику клеток с различной копийностью. iλ  - скорость репликации плазмид (из-за нега-
тивного контроля копийности), iτ  - параметр, характеризующий скорость “разбавления”
плазмид при деление (с учетом случайного распределения плазмид между дочерними
клетками), ( )i0τ  - вероятность образования бесплазмидной клетки при делении клетки с i
копиями плазмиды.

Необходимо подчеркнуть, что описанный процесс (рис. 3.1.1) является приближен-

ным, т.к. мы не описываем подробно как происходит сегрегация (и вообще-то реплика-

ция) плазмид, а заменяем этот процесс на приближенный - снижение (в среднем) копий-

ности при случайном распределении, что впрочем может быть проинтерпретировано как

“разбавление” плазмид пропорционально их количеству. Этим свойством также обладает

и динамика средних (см. далее).

Суммируя все вышесказанное, дискретная математическая модель, описывающая ди-

намику плазмидсодержащих штаммов микроорганизмов принимает вид:

( )( ) ( ) ( ) ( )
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Анализ этой математической модели мы проведем в несколько этапов. Во-первых, мы
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рассмотрим как модель (3.1.1) отражает зависимость среднего числа копий плазмиды от

условий культивирования, а также попробуем понять, каким образом динамика изменения

среднего числа копий плазмиды в популяции микроорганизмов происходит. На основе

динамики средних и некоторых экспериментальных наблюдений мы проанализируем по-

пуляционную динамику плазмидсодержащих бактерий в хемостате, основываясь на дан-

ных Джонса с соавт. (Jones et al., 1980). Во-вторых, мы кратко остановимся на сравнении

ранее разработанной точной модели (2.1.3), предложенной сегрегированной модели

(Paulsson and Ehrenberg, 1998) и приближенной модели, примененной в этой главе с целью

понять их разницу и сходность. Во второй части этой главы, мы предложим простой ме-

тод вычисления стационарных распределений клеток по числу копий плазмид в прибли-

женной модели, и рассмотрим, как эти распределения зависят от механизма контроля ко-

пийности плазмид. Мы также предложим метод оценки параметров математической мо-

дели, основанный на знании стационарного распределения клеток с различной копийно-

стью в популяции микроорганизмов. Наконец, мы проанализируем причины сегрегацион-

ной нестабильности рекомбинантных плазмид, а также покажем, как вариация клеточного

цикла клеток микроорганизмов может повлиять на стабильность поддержания плазмид в

популяции рекомбинантного штамма.

Динамика средней копийности. Для нахождения динамики среднего числа копий

плазмиды в популяции мы проведем несколько последовательных упрощений, т.к. мате-

матическая модель в виде (3.1.1) представляется достаточно сложной. Во-первых, для

простоты анализа, положим const=µ  (отклонения от этого приближения мы обсудим

позже). Также мы предположим, что динамика субстрата является быстрой, по сравнению

с динамикой клеток с различной копийностью (это достаточно легко показывается в при-

ближении малых τ и λ). Тогда D=µ . Система (3.1.1) переписывается:

( ) 1111 −−+ +−++−= iiiiii
i XXDXiiDX

dt
dX λλττ , (3.1.2)

где мы не описываем динамику бесплазмидных клеток, так как они не дает никакого

вклада в среднюю копийность (как минимум в селективных условиях). Среднюю ко-

пийность (а точнее, относительную копийность) мы определим как ∑∑
∞

=

∞

=

==
11 i

i
i

i ipXiXx ,
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где ∑=
i

iXX . Для нахождения уравнения для относительной средней копийности, рас-

смотрим две суммы:

( ) ∑∑∑∑∑∑
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−− +=+=+=
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С учетом выражений (3.1.3) и (3.1.4) мы находим уравнение на среднее число копий

плазмиды в популяции n:

∑
=

+−=
0i

ii pDxx λτ . (3.1.5)

Кроме своей простоты, уравнение (3.1.5) в ряде приближений предсказывает точно

такую же динамику, что и непрерывная модель (2.2.4), что впрочем, не удивительно, когда

мы говорим о средних. Например, при 0=λ  (при отсутствии контроля копийности либо

при резкой смене условий), среднее число копий на клетку снижается экспоненциально,

как и предсказывается решением (2.2.17) непрерывной модели. Тем не менее заметим, что

в случае, когда iλ  нелинейно зависит от числа копий (например, при экспоненциальном

механизме ингибирования), система (3.1.2) и следовательно уравнение (3.1.5) не имеют

аналитического решения. Когда же const=λ , решение уравнения (3.1.5) находится про-

стейшим интегрированием:

( ) ( ) ( )Dt
D

x
D

tx τ
τ
λ

τ
λ −



 −+= exp0 , (3.1.6)

где ( )0x  - начальная относительная копийность (обычно 1). Решение (3.1.6) также пред-

сказывает экспоненциальное снижение (точнее изменение) средней копийности со ско-

ростью Dτ~  (средняя копийность в стационарном состоянии обозначается как xn ~= ),

хотя и с последующим замедлением (до скорости λ~ ) при подходе к стационарному зна-

чению Dτλ . Заметим, что при const=λ  средняя копийность в популяции микроор-
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ганизмов обратно пропорциональна удельной скорости разбавления среды в хемостате D

(или, в стационарном состоянии, скорости роста популяции). Это означает, что при куль-

тивировании при низких скоростях протока, клетки будут преимущественно обладать вы-

соким числом копий, чем при больших скоростях роста. Это наблюдение подтверждается

многочисленными экспериментальными данными (Atlung et al., 1999; Bailey et al., 1986;

Bailey et al., 1983; Chiang and Bremer, 1988; Eliasson et al., 1992; Jones et al., 1980; Lee and

Bailey, 1984a; Lee and Bailey, 1984b; Lee and Bailey, 2000; Lin-Chao and Bremer, 1986; Lin-

Chao and Bremer, 1987; Wittrup and Bailey, 1988). Однако необходимо отметить, что эти

экспериментальные данные относятся к случаю, когда копийность плазмиды измеряется

по отношению к числу хромосом на клетку, а следовательно исключают влияние всех ос-

тальных факторов, которые могут привести к снижению копийности при малых скоростях

роста (см. далее). В дополнение, решение (3.1.6) не учитывает вариабельность параметров

модели от условий культивирования, что также может привести к другим предсказаниям

(см. часть стабильность плазмид).
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Рис. 3.1.2. Динамика средней копийности при изменении условий культивирования
при экспоненциальном (левый график) и гиперболическом (правый график) механизме
ингибирования. Непрерывные линии - численное решение модели (3.1.1), штрихованные -
приближение (3.1.7). Параметры, использованные в расчетах: ( ) ( )SS += 01.0/1µ , θ=10,
λ=τθDK (гиперболический механизм ингибирования) и ( )KxD /exp −= θτλ  (экспоненци-
альный), τ=0.1, D=0.1, S0=10, ( ) 200 =x  (или 5), ( ) 5=∞x  (или 20).

Уравнение (3.1.5) при const=λ , переписывается в виде Dxx τλ −= , который явля-

ется идентичным уравнению (2.2.3), которое описывает скорость “переноса” плазмид ме-

жду клетками с близкой копийностью ( dxxx +→ ). Такое совпадение не удивительно, так

как мы говорим о динамики средних, которая должна быть одинакова в непрерывной и
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дискретной моделях, выведенных из одной более общей модели (подхода) (2.2.2). Осно-

вываясь на этом, мы предположили, что и в дискретной модели динамика среднего числа

копий плазмиды в микробной популяции может быть описана уравнением (2.2.3), или

( ) ( )xSxxx ,τµλ −= . (3.1.7)

Численные решения демонстрируют (рис. 3.1.2), что уравнение (3.1.7) достаточно хо-

рошо описывает динамику изменения средней копийности в популяции микроорганизмов

и практически точно предсказывает значение квази-стационарного числа копий плазмиды

на клетку. Заметим, что как и ожидалось в полной модели (3.1.1), изменение копийности

происходит наиболее быстро в случае экспоненциального ингибирования, нежели в слу-

чае гиперболического, что связно с “чувствительностью” многократного процесса

“соединения-распада” молекул RNAII и RNAI (см. главу 1).

Рис. 3.1.3. Изменение стационарного значения (пересечений) средней копийности в
зависимости от условий культивирования. 1 - при высоких скоростях роста D, 2- при низ-
ких D (мы предполагаем, что снижение скорости роста не влияет на функцию ( )xλ , что в
ряде случае неверно (Atlung et al., 1999), и которая предполагает экспоненциальный меха-
низм ингибирования).

Стационарная концентрация плазмид очевидно вычисляется в уравнении (3.1.7) при

0=x , или, что тоже самое, в нелинейном выражении:

( ) ( )xSxx ,τµλ = . (3.1.8)

1

2
( )xλ

Dxτ

хх1 х2
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Решение этого уравнения может быть проведено как при помощи численных, так и с

использованием графических методов. Последний подход также позволяет понять, как

среднее число копий в популяции зависит от условий культивирования (удельной скоро-

сти роста популяции, селективности условий и т.п.). Один из простейших примеров изо-

бражен на рис. 3.1.3.

Здесь увеличение среднего числа копий плазмиды на клетку происходит из линейной

зависимости угла наклона прямых 1 и 2, который пропорционален скорости роста популя-

ции микроорганизмов. Соответственно, при увеличении скорости роста плазмид-

содержащих клеток, средняя копийность должна упасть (при всех равных прочих усло-

виях). Соответственно, мы делаем вывод, что уравнение (3.1.7) может быть использовано

для предсказания как стационарных концентраций плазмидной ДНК в клетках микроор-

ганизмов, так и для анализа их изменения.

Динамика средних в точной модели и ее связь с приближенной. Хотя и динамика

средних, описываемая решением уравнения (3.1.7), практически не отличается от числен-

ного решения полной системы (3.1.1), математическая модель (3.1.1) все же является при-

ближенной, и, следовательно, это не факт, что динамика (3.1.8), например, отражает сни-

жение копийности, наблюдаемое в реальных экспериментах. Сравнение динамики средне-

го числа копий плазмиды на клетку в точной (2.1.3) и приближенной (3.1.1) моделях тем

не менее возможно. Для этого мы используем недавно опубликованную в журнале

“Плазмиды” и разработанную Паулсоном с соавт. математическую модель, которая опи-

сывает изменение средней копийности x и концентрации ингибиторной молекулы R в по-

пуляции микроорганизмов, содержащих плазмиду ColE1 (Paulsson et al., 1998).

Авторы предположили, основываясь на известном механизме контроля копийности

плазмиды ColE1, что изменение концентраций плазмидной ДНК и RNAI (ингибитора)

подчиняется следующей системе дифференциальных уравнений:

( )
( ) ( )RDxkkR

DxRxQkx

IIII

II

ε
ρ

+−−=

−= ,
(3.1.9)

где параметры имеют следующий биологический смысл (см. (Paulsson et al., 1998), глава 1

и 2 (описание функции дорепликации плазмид ( )ji →λ ): kI - скорость образования полно-

ценных (т.е. способных к ингибированию) RNAI молекул, kII - скорость образования моле-
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кулы RNA II (которая ведет к репликации плазмиды), ( )RQ  - вероятность образования

полноценного праймера RNAII для ДНК полимеразы (без связывания с комплиментарной

RNAI), ρ - вероятность того, что полноценный праймер для ДНК-полимеразы приведет к

репликации плазмиды, Iε  - время полураспада свободной RNA I и D - скорость роста по-

пуляции. Как было упомянуто выше (см. главу 1) и впервые пояснено в работе (Ehrenberg,

1996), вероятность транскрипции RNAII без связывания с ингибиторной молекулой RNAI

(при любой конечной концентрации R это, очевидно, всегда возможно) зависит от точного

механизма взаимодействия RNAI и RNAII (и последовательное образование (диссоциа-

ция) комплекса RNAII::RNAI), а точнее, от числа сайтов в “окне ингибирования”, необхо-

димых для полного ингибирования транскрипции молекулы RNAII (Ehrenberg, 1996;

Paulsson et al., 1998). Две основные зависимости были предложены (Ehrenberg, 1996):

( )
kR

RQ
/1

1
+

= , названный гиперболическим, и ( ) ( )kRRQ /exp −= , названный экспонен-

циальным. Более того, разные механизмы ингибирования соответствуют различным

“чувствительностям” скорости репликации плазмид ( )RQkIIρ  к изменению концентрации

R антисенсной молекулы. В случае экспоненциального ингибирования число репликаций

на плазмиду в течение одного клеточного деления находится гораздо ближе к единице,

чем при гиперболическом ингибировании, что, впрочем, компенсируется высокой

“стоимостью” (в смысле большой скорости производства и распада молекулы RNAI) экс-

поненциального ингибирования (Paulsson and Ehrenberg, 1998).

Как же эта модель связана с моделью (3.1.1), предложенной в это работе? Простейший

анализ показывает, что система (3.1.9) сводится к (3.1.7) при учете высокой скорости обо-

рота антисенсной молекулы RNAI. Ряд экспериментальных наблюдений действительно

подтверждают, что в широком диапазоне условий культивирования, скорость транскрип-

ции молекулы RNAI является очень высокой, а период полураспада RNAI составляет не-

сколько минут (Atlung et al., 1999; Bremer and Lin-Chao, 1986; Brenner and Tomizawa, 1991;

Chiang and Bremer, 1991; Lin-Chao and Bremer, 1986; Lin-Chao and Bremer, 1987; Lin-Chao

and Cohen, 1991; Perelson and Brendel, 1989). Более того, как показывает анализ, проведен-

ный в работе (Paulsson and Ehrenberg, 1998), высокая скорость оборота ингибиторной мо-

лекулы необходима для стабильной репликации плазмид. Основываясь на этих результа-

тах, мы, следовательно, предположим, что III kk >>  и DI >>ε . Тогда второе уравнение в

(3.1.9) является “быстрым” по сравнению с первый, и значение концентрации RNAI тогда
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выражается:

( ) ( )txktR
I

I

ε
≈ . (3.1.10)

Тогда система (3.1.9) сводится к уравнению:

DxxkxQkx
I

I
II −





=

ε
ρ . (3.1.11)

Сравнивая (3.1.11) с (3.1.7), мы замечаем, что они совпадают при 1=τ  и параметрах

( ) DSx =,µ  и ( ) 





= xkxQkx

I

I
II ε

ρλ . В случае гиперболического и экспоненциального ме-

ханизмов ингибирования функция “перерепликации” плазмид ( )xλ  принимает вид:

( ) const 
1

 

1
=≈

+
=

+
= KD

K
x

xD

k
xk

xkx

I

I

II θθ

ε

ρλ      (гиперболический) (3.1.12)

( ) 




−=





−=

K
xxD

k
xkxkx

I

I
II exp exp θ

ε
ρλ     (экспоненциальный) (3.1.12)

где DkIIρθ = , II kkK ε=  и 1=τ .

Таким образом, мы нашли связь между феноменологическими параметрами попу-

ляционной динамики плазмидсодержащих микроорганизмов ( )xλ  и τ и параметрами, опи-

сывающими кинетику репликации плазмид в индивидуальной клетке K и θ. Теперь, в част-

ности, очевидно, что приближение const=λ , использованное в ряде анализированных

задач, относится к ColE1- типа плазмидам с предположительно гиперболическим меха-

низмом ингибирования репликации плазмид, тогда как функция, изображенная на рис.

3.1.3 (начальное увеличение и последовательный спад), описывает экспоненциальный ме-

ханизм ингибирования.

Однако одно несоответствие все же очевидно. Приближенная модель (3.1.1) содержит

параметр τ, тогда в системе для динамика средних, предложенной в работе (Paulsson et al.,
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1998), он отсутствует. Для понимания этой разницы мы провели численные расчеты ди-

намики среднего числа копий в соответствии с точной моделью (2.1.3) и сравнили их с

решением уравнения (3.1.7). Результаты изображены на рис. 3.1.4.

Очевидно, что наша модель (непрерывная линия на рис. 3.1.4) описывает динамику

среднего числа копий плазмиды в популяции микроорганизмов практически точно при

9.08.0 −≈τ , что таким образом подтверждает корректность приближения (3.1.11) для

описания динамики точной модели (2.1.3). Однако столь высокое значение для τ отлича-

ется по порядку величины, оцененного для экспериментальных плазмид: анализ экспе-

риментальных данных (Brownlie et al., 1990; Jones et al., 1980), проведенных в главе 2, по-

казывает, что 1<<τ , и, следовательно, снижение средней копийности в реальных экс-

периментах происходит с гораздо меньшей скоростью, чем можно предположить из мо-

дели (3.1.11)
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Рис. 3.1.4. Динамика средней копийности в популяции плазмидсодержащего штамма
в соответствии с точной моделью (точки) и динамикой средних по модели (3.1.7) (непре-
рывная кривая). Параметры (остальные приведены в подписи к рис. 3.1.2): τ=0.85,
( ) 30 ≈x и ( ) 10≈∞x .

Причина этого несоответствия, возможно, заключается в том, что реальная динамика

плазмид вовлекает ряд других параметров (например, средний размер бактериальной

клетки), которые, изменяясь, также влияют на скорость снижения (увеличения) среднего

числа копий плазмиды, не включенных в модель (3.1.9). Наша модель (3.1.7) содержит
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феноменологический параметр τ, который и включает в себя неявным образом такие пара-

метры. Заметим, что выбор функции ( ) τλ ~x  обеспечивает правильное стационарное зна-

чение для средней копийности и верную динамику ее изменения (см. рис. 3.1.2).

Зная теперь, как динамика среднего числа плазмид в популяции микроорганизмов за-

висит от молекулярного механизма контроля копийности плазмид (на примере плазмиды

ColE1), мы проанализируем динамику бактерий, содержащих плазмиду pBR322 (обла-

дающую сходным с ColE1 контролем копийности) при длительном культивировании в

хемостате.

Снижение селективного преимущества бесплазмидных клеток. Молекулярным

генетикам хорошо известен экспериментальный факт снижения селективного преимуще-

ства бесплазмидных вариантов рекомбинантного штамма при длительном культивиро-

вании в неселективных условиях в хемостате (Brownlie et al., 1990; Jones et al., 1980; Пе-

чуркин и др., 1990; Брильков и др., 1990). Рассмотрим этот эффект поподробнее на дан-

ных (Jones et al., 1980). В этой работе авторы обнаружили высокую скорость элиминации

плазмидсодержащих клеток из хемостата, если начальная культура содержала малое

(0.01%) число бесплазмидных клеток (см. рис.3.1.5, кривая 1). Скорость элиминации

плазмидсодержащего штамма была снижена, если начальный инокулят не содержал бес-

плазмидных вариантов (рис.3.1.5, кривая 2а). В противоположность такому поведению,

стандартная математическая модель Левина-Стюарта (Stewart and Levin, 1977; см. главу 1

и 4), предсказывает неизменную скорость снижения числа плазмиднесущих клеток

(рис.3.1.5, кривая 2б). Очевидно, это связано с фактом, что модель Левина-Стюарта опи-

сывает динамику только двух типов клеток: бесплазмидных и клеток с максимальным

числом копий плазмиды, что автоматически предполагает идеальный контроль копий-

ности плазмид, который мгновенно и необычайно точно корректирует отклонения числа

копий в клетке от некоторого заданного среднего.

В реальности, однако, контроль копийности не является идеальным даже в случае

экспоненциального механизма ингибирования (но даже и точный контроль копийности

приводит к распределению плазмид в популяции микроорганизмов, см. след. часть), а,

следовательно, биологически корректная модель должна учитывать вариацию числа ко-

пий плазмиды в клетках микроорганизмов. Последствия такого “учитывания” разительны

(см. результаты главы 1 и 2), что, впрочем, не удивительно, т.к. копийность является важ-

ной характеристикой плазмид (Paulsson & Ehrenberg, 1998; Summers, 1996; Брода, 1982).

Главное отличие распределенной модели (3.1.1), учитывающей “разнокопийность” плаз-
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мидных штаммов, от модели Левина-Стюарта состоит в том, что параметры рекомбинант-

ного штамма в распределенной модели, как, например, скорость роста популяции и веро-

ятность образования бесплазмидной клетки при делении, теперь зависят от числа копий

плазмиды на клетку, и, следовательно, не являются постоянными параметрами как в со-

средоточенной (Левина-Стюарта) модели (исключая случай, когда копийность является

постоянной величиной, что практически недостижимо (Paulsson and Ehrenberg, 1998)).
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Рис. 3.1.5. Снижение селективного преимущества бесплазмидных вариантов плаз-
мидсодержащего (pBR322) рекомбинантного штамма при длительном культивировании в
неселективных условиях в хемостате (расчеты по модели (3.1.1)). Левый график: 1 - ре-
зультат конкуренции бесплазмидного варианта и исходного рекомбинантного штамма при
числе копий плазмиды в клетках 35=n  в начале культивирования. В начальный момент
времени добавлено 0.01% бесплазмидных изогенных клеток; 2а - замещение исходного
штамма бесплазмидным вариантом при длительном культивировании по модели (3.1.1),
2б - то же по модели Левина-Стюарта. Правый график - изменение среднего числа копий
плазмиды в популяции плазмидсодержащего штамма по модели (3.1.1). Во всех расчетах
полагалось: ( )( ) ( )SSni m +⋅−= 1/1 βµ , 4.1=m , τ=2.5⋅10-2 (рис. 2.2.3), D=0.25 час-1,

( )KiikII −= expτρλ  (экспоненциальный механизм ингибирования), 56.0=K , 5.2=IIkρ
час-1, 67.0=β . Точки - экспериментальные данные из (Jones et al., 1980).

В реальности копийность определенной клетки (впрочем как и среднее число копий

плазмиды в популяции микроорганизмов) постоянно подвержена спонтанным из-

менениям, обусловленным неточностью контроля копийности репликации плазмид, слу-

чайностью сегрегации плазмид при делении и ряде других факторов, которые очевидно

зависят от условий культивирования. Например, перенос растущих бактерий из одной

среды (LB) в другую (минимальная DM или M9), часто связан с рядом метаболических

перестроек, ведущих в частности к изменению средних размеров клеток и средней ко-

пийности в популяции плазмидсодержащих штаммов (Печуркин, 1978; Печуркин и др.,

1990; Дебабов и Лифшиц, 1988; Brendel & Perelson, 1993; Churchward et al., 1982; Davis et

1

2а

2б
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al., 1990; Lee & Bailey, 2000; Lin-Chao & Bremer, 1986; рис. 3.1.6).

Если мы предположим, что среднее число копий плазмиды pBR322 на клетку в по-

пуляции бактерий при культивировании в хемостате ( 1.0=D  час-1) является небольшим

(см. рис. 3.1.6), а в инокулятной культуре ( 25.1 −=D  час-1) повышенным, то это может

объяснить снижение средней копийности плазмиды pBR322 в популяции рекомбинант-

ного штамма при длительном культивировании в хемостате, как (Jones et al., 1980) и на-

блюдали (см. рис. 2.2.3 и рис. 3.1.5).
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Рис. 3.1.6. Средняя копийность плазмиды pBR322 в E.coli Br/A при росте на раз-
личных средах (т.е. с разной максимальной скоростью роста D). Число копий выражено
либо в хромосомальном эквиваленте (квадрат) либо на клетку (ромб). Данные взяты из
работы (Lin-Chao and Bremer, 1986).

Такое снижение может быть связано как со снижением среднего размера бактери-

альных клеток при низких скоростях роста (Akerlund et al., 1995; Churchward et al., 1982;

Donachie, 1968; Tyson and Hannsgen, 1985a; Tyson and Hannsgen, 1986), так и с усилением

транскрипции ингибиторной молекулы RNAI при увеличении времени генерации (Atlung

et al., 1999; Keasling et al., 1995; Keasling and Palsson, 1989; Lin-Chao and Bremer, 1986; Lin-

Chao and Bremer, 1987). Учитывая этот факт и предполагая нелинейную связь между

удельной скоростью роста популяции плазмиднесущих бактерий и копийностью в клетках

( ) mxx βµ −1~  (см. выражение (2.1.6)), с помощью математической модели (3.1.1) мы по-

пытались описать динамику снижения средней копийности и уменьшения фракции плаз-
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мидсодержащих клеток в популяции бактериального штамма при длительном культиви-

ровании в хемостате на основе данных (Jones et al., 1980).

Как впрочем мы и ожидали (см. рис. 3.1.7), математическая модель (3.1.1) (а значит и

обобщенная модель (2.2.4)) достаточно точно описывает изменение среднего числа копий

плазмиды pBR322 в популяции плазмидсодержащих бактерий, как и было получено ранее

с использование решения (2.2.17) приближенной непрерывной модели (2.2.4) (см. рис.

2.2.3)4 и уравнения (3.1.7) дискретной модели (3.1.1).

Более того, динамическая замена исходно гомогенного плазмиднесущего штамма (или

смешанной популяции “плазмидных-бесплазмидных” клеток) на бесплазмидный вариант

также происходит достаточно близко к динамике, предсказываемой численным решением

модели (3.1.1). Отметим, что мы так и не смогли достичь того же результата с помощью

модель Левина-Стюарта (рис. 3.1.5, кривая 2б) по причинам, объясненным выше. Мы так-

же нашли интригующим, что наиболее правдоподобная регрессия модели (3.1.1) к данным

(Jones et al., 1980) осуществляется при 1>m , что в принципе означает нелинейную зави-

симость “стоимости” плазмиды (селективного коэффициента рекомбинантного штамма)

от копийности бактериальных клеток. Этот результат также следует из следующей цепоч-

ки простых рассуждений. Селективный коэффициент пропорционален тангенсу угла на-

клона кривой z в логарифмических координатах при 1>>z , где +−= ppz  - отношение

концентрации бесплазмидных клеток к концентрации плазмидсодержащих клеток (см.

главу 4). Оценка селективного коэффициента в начале и конце культивирования дает со-

ответственно значения 68.01 ≈α  и 09.02 ≈α  (с изменением 821 ≈αα ). Сравнение изме-

нения относительной средней копийности ( 21 xx ) дает отношение приблизительно рав-

ное 5. Таким образом, снижение копийности в 5 раз приводит к снижению селективного

преимущества в 8 раз, следовательно, т.к. 1212 αα≠xx , зависимость селективного коэф-

фициента от копийности должна быть нелинейной, что и соответствует полученному с

помощью математической модели выводу. Суммируя, мы заключаем, что математическая

модель (3.1.1) действительно подтверждает, что факт снижения селективного преимуще-

ства бесплазмидных клеток при длительном культивировании рекомбинантных штаммов

в хемостате есть прямое следствие уменьшения среднего количества копий плазмиды (на

клетку) в популяции микроорганизмов.

                                                
4 Отличие параметра τ  (τ=0.03 на рис. 2.2.3 вместо τ=0.025 на рис. 3.1.5), связано с фактом, что регрессия
(2.2.7) была использована в приближении β=0 (см. рис. 2.2.4).
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3.2. Анализ дискретной модели: стационарные распределения, оценка параметров мо-

дели и их приложение к стабильности плазмид.

На нескольких примерах мы продемонстрировали, что приближенная модель (3.1.1)

достаточно точно описывает как динамику среднего числа копий плазмиды в популяции,

так и изменение численности (фракции) плазмидсодержащих и бесплазмидных клеток

при длительном культивировании. Однако так как модель (3.1.1) также предназначена и

для описания динамики распределения клеток с различной копийностью, в этой части мы

проанализируем информацию, которую можно получить из знания стационарных5 распре-

делений, которые к настоящему времени были экспериментально определены для ряда

плазмид (Ayala-Sanmartin and Gomez-Eichelmann, 1989; Bailey et al., 1983; Lobner-Olesen,

1999; Srienc et al., 1986; Tseng et al., 1997).

Стационарные распределения. Изменение среднего числа копий плазмиды ( )tx  в

популяции плазмидсодержащих микроорганизмов подчиняется уравнению (3.1.5) и в ста-

ционарном состоянии находится из уравнения (3.1.8), что в явном виде выражается как:

( )θlnKn = , (3.2.1)

( )1−= θKn , (3.2.2)

для экспоненциального (3.2.1) или гиперболического (3.2.2) механизмов ингибирования с

DkIIρθ =  (см. выражение (3.1.12)). Используя модель (3.1.2) и метод нахождения дина-

мики средних (3.1.3) - (3.1.4), продемонстрированный ранее на вычислении динамики

среднего числа копий в распределенной модели (3.1.1), мы находим уравнение на второй

момент ∑=
i

ipi 2µ  распределения плазмид в микробной популяции:

( ) ( ) ( ) ( ) ( )



 −++= ∑∑

i
ii

i
ii ttpitxtpt µλλµ 2 , (3.1.3)

где ( )tx  описывает изменение средней копийности. Тогда вариационный коэффициент CV

стационарного распределения ip~ , который определяет относительную “ширину” распре-

                                                
5 или квази-стационарных, если быть точным.
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деления, находится из выражения:

11~
2

22

−+=
−

== ∑ nn
p

i
n

n
n

CV
i

i
iλ

µσ . (3.1.4)

Стационарное распределение клеток в популяции с различным числом копий плаз-

миды мы получаем из уравнения (3.1.2) при 0=X , или:

( ) 1
1

1
~~1~ −

−
+ ++=





 + i

i
ii

i p
D

pip
D

i
τ
λ

τ
λ

. (3.2.5)

Напомним, что XXp ii =  (см. модель (3.1.2)). То, что ( )KiQkIIi τρλ = , означает, что

функция ( )Di τλ  зависит только от двух составных параметров DkIIρθ =  и II kkK ε=

(см. выражения (3.1.12)-(3.1.13)). Следовательно, определяя среднее число копий n и дис-

персию числа копий плазмиды 2σ  (или вариационный коэффициент CV) в эксперимен-

тальной популяции плазмидсодержащих микроорганизмов, мы можем определить два

важных параметра: θ , характеризующий эффективность процесса репликации плазмиды

по сравнению с удельной скоростью роста популяции микроорганизмов (или, более точно,

число успешных транскрипций молекулы RNAII с одной плазмиды за клеточный цикл) и

K , связанный с эффективностью ингибирования пре-праймера RNA II ингибиторной мо-

лекулой RNA I.

Для нахождения коэффициента вариации CV6, нам также необходимо знание ста-

ционарного распределения ip~ , заданного уравнением (3.2.5). Подробные алгебраические

расчеты показывают, что для произвольного iλ  стационарное распределение ip~  опреде-

ляется  выражением:
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где константа 1
~p  находится из “нормировки” ∑

∞

=

=
0

1~
i

ip . Стационарные распределения кле-

ток с различным числом плазмид, рассчитанные в соответствии с (3.2.6) для гипербо-

лического и экспоненциального механизмов ингибирования, приведены на рис. 3.2.1.
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Рис. 3.2.1. Стационарные распределения клеток с различных числом копий плазмиды
при разных механизмах ингибирования репликации плазмид в соответствии с решением
(3.2.6) приближенной математической модели (3.1.1). 1- экспоненциальный механизм ин-
гибирования, 2- тоже в точной модели (2.1.3), 3 - гиперболический механизм ингибирова-
ния. 15=n , 100=θ , K находится из уравнений (3.2.1)-(3.2.2).

Как впрочем мы и ожидали, дисперсия стационарного распределения при экспонен-

циальном ингибировании оказалась гораздо меньше, чем при гиперболическом (рис.

3.2.1). Этот результат, таким образом, в очередной раз подтверждает увеличенную ста-

бильность плазмид с экспоненциальным механизмом ингибирования, которая в основном

связана с малой дисперсией стационарного распределения (Paulsson and Ehrenberg, 1998;

Summers, 1996). В дополнение отметим, что при достаточно большой средней копийности

(на рис. 3.2.1 n=15) стационарное распределение (3) при гиперболическом механизме ин-

гибирования совпадает с теоретически предсказываемым распределением Пуассона

( )n
i
np

i

i −= exp
!

 (см. выражение (2.1.10)) а, следовательно, не зависит от θ.

С другой стороны, распределение (1) на рис. 3.2.1, вычисляемое в приближенной мо-

дели (3.1.1) при экспоненциальном механизме ингибирования репликации плазмид, отли-

чается от предсказания точной модели (2.1.3), изображенного на рис. 3.2.1 (кривая (2)),

1
2

3
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которое при 1>>θ  дается биноминальным распределением (2.1.4). Очевидно это связано

с тем, что точная модель не учитывает скорости репликации плазмид в клетке, которая

возрастает многократно при больших θ . Если скорость репликации плазмид велика

( 1>>θ ), то в стационарном состоянии будет много клеток с копийностью, близкой к

средней, и единицы с копийностью больше (меньше) средней, что мы и наблюдаем на рис.

3.2.1. Таким образом мы заключаем, что приближенная модель (3.1.1) описывает наблю-

даемое распределение клеток с различным числом копий, а следовательно стационарное

распределение (3.2.6), основанное на приближенной модели, может быть применено для

оценки параметров плазмидсодержащих штаммов микроорганизмов in vivo, к которой с

помощью выражений (3.2.1), (3.2.2), (3.2.4) и (3.2.6) мы окончательно готовы приступить.

Оценка параметров плазмиднесущих бактерий in vivo. Регуляция контроля ко-

пийности плазмид R1 и ColE1 была изучена достаточно детально в ряде эксперимен-

тальных работ, в основном группами под руководством К. Нордстрома (R1) и Д. Томизавы

(ColE1) (Nordstrom et al., 1984; Summers, 1996; Tomizawa, 1990b), и суммировано в (Actis

et al., 1998; Summers, 1996).
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Рис. 3.2.2. Стационарное распределение клеток с различным числом копий плазмиды.
Обработано из данных (Ayala-Sanmartin and Gomez-Eichelmann, 1989). Точки- экспери-
ментальные данные, непрерывная кривая - нормальное распределение. Средняя копий-
ность 34=n , стандартное отклонение 36.10=σ  ( 31.0=CV ).

Многие кинетические параметры контроля репликации плазмиды ColE1 были опре-

делены как экспериментально (Brenner and Tomizawa, 1991), так и теоретически (Brendel
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and Perelson, 1993; Perelson and Brendel, 1989). И хотя большинство этих работ было про-

ведено in vitro, у нас нет особых оснований полагать, что in vivo параметры отличаются

значительно от параметров, измеренных in vitro (Atlung et al., 1999; Summers, 1996). Тем

не менее, используя известные стационарные распределения клеток с различным числом

копий плазмиды (Ayala-Sanmartin and Gomez-Eichelmann, 1989; Lobner-Olesen, 1999) мы

оценим особо важный параметр θ, и сравним его со значениями, измерянными ранее.

Для этой цели (оценки параметра θ ), мы используем два набора данных (Ayala-

Sanmartin and Gomez-Eichelmann, 1989) и (Lobner-Olesen, 1999), изображенных на рис.

3.2.2 и рис. 3.2.3. Так как все уравнения, описывающие стационарное распределения и

центральные моменты в общем случае являются существенно нелинейными, мы приме-

ним простейший алгоритм для расчета параметров θ  и K.
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Рис. 3.2.3. Стационарное распределение клеток с различной копийностью плазмиды
(измерянное по флуоресценции протеина GFP) в популяции плазмидсодержащих микро-
организмов (из (Lobner-Olesen, 1999)). Закрашенное распределение - плазмида F, непре-
рывная линия - R1, серая - pSC101, штрихованная - P1∆incA, пунктирная - p15A, штрих-
пунктирная - pBR322.

Вычисления проводятся по следующей схеме. Для известной средней копийности n

(которая оценивается из экспериментального распределения) мы выбираем некоторое

произвольное значение θ ( )1>θ  и вычисляем соответствующую константу ингибирования

( )θln/nK =  (для экспоненциального ингибирования) или ( )1−= θnK  (для гипер-

болического). Следующим шагом из известных Kn,,θ  мы рассчитываем теоретическое

стационарное распределение клеток с различным числом копий плазмиды (3.2.6) и соот-

ветственно оцениваем вариационный коэффициент CV (либо из выражения (3.2.4), либо
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прямо из распределения (3.2.6)). Если полученный коэффициент CV меньше (больше) оп-

ределенного экспериментально, мы уменьшаем (увеличиваем) значение θ на константу и

опять вычисляем CV по той же схеме. Эта процедура повторяется пока теоретическое и

экспериментальное значения коэффициента вариаций CV не совпадут. Значение θ, при ко-

тором это произойдет, и является искомым параметром. Тогда константа K вычисляется

согласно уравнениям (3.2.1) - (3.2.2), что и завершает определения трех основных пара-

метров Kn,,θ . Результаты подобных расчетов для данных, изображенных на рис. 3.2.2 -

3.2.3, суммированы в табл. 3.2.1.

Как видно из табл. 3.2.1, параметр θ, оцененный in vivo из стационарных распреде-

лений, оказался достаточно близким к единице7. Это, в частности, означает, что скорость

репликации плазмид является порядка скорости “разбавления” плазмид из-за деления

плазмидсодержащих клеток, т.е. DkII ~ρ . Другими словами, среднее число репликации

плазмиды за одно клеточное деление равняется одному (с достаточно большой диспер-

сией). Сравнение с данными, полученными в работе (Brenner and Tomizawa, 1991), пока-

зывает, что наша оценка, основанная на анализе стационарных распределений, является

значительно заниженной: 2<= DkIIρθ , тогда как значения in vitro: 3>DkII . К со-

жалению мы не знаем, чем эта разница может быть вызвана, а здесь предложим одно из

возможных объяснений.

(Ayala-Sanmartin, 1989)

pIO1

(Lobner-Olesen, 1999),

pBR322

(Brenner and Tomizawa, 1991)

pNT205

N 33.70 ± 2.77 42.80 15

СV 0.31 ± 0.04 0.46 -

θ 1.48 ± 0.08 1.25 3-20 ( DkII )

K 80.02 ± 10.33 152.37 -

Таблица 3.2.1. Измеренные in vivo параметры стационарных распределений клеток с
различной копийностью ( )CVn,  и параметры, оцененные из модели (3.1.1) с использо-
ванием экспоненциального механизма ингибирования репликации плазмид ( )K,θ . Все
рассмотренные плазмиды обладают сходным контролем копийности плазмиды ColE1.

                                                
7 при 1<θ  плазмиды не будут поддерживаться в популяции микроорганизмов из-за недорепликации, и, в
конце концов, потеряются при длительном культивировании.
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Для этого вспомним физический смысл константы θ. Параметр DkIIρθ =  - это число

успешных репликаций плазмиды за клеточный цикл, где IIk  - скорость инициации транс-

крипции RNAII, ρ  - вероятность того, что полноценный препраймер приведет к реплика-

ции плазмиды и D- скорость роста популяции микроорганизмов. Экспериментально кон-

станты IIk  и D измеряются достаточно легко, тогда как ρ нет. Более того, как раз отноше-

ние DkII  часто рассматривается как эффективность репликации плазмид. Например,

Бреннер и Томизава оценили этот параметр равный 6 (Brenner and Tomizawa, 1991).

Снижение эффективности репликации плазмид через уменьшение ρ может быть воз-

можным механизмом наблюдаемого дисперсного распределение при малых θ (рис. 3.2.2 и

рис. 3.2.3). Одной из причин снижения эффективности репликации плазмид при культи-

вировании in vivo возможна конкуренция между РНК и ДНК полимеразами при одновре-

менной транскрипции и репликации плазмидных генов. То, что при усиленной экспрессии

плазмидных генов стабильность плазмид и часто копийность уменьшаются, было обнару-

жено в нескольких экспериментальных работах, но так и не получило широкого распро-

странения (Bentley et al., 1990; Bugeja et al., 1989; Duetz and van Andel, 1991; Duetz et al.,

1991; Lee and Edlin, 1985; Nguyen et al., 1989; Stueber and Bujard, 1982). Например, как по-

казывает анализ данных (Wouters et al., 1980) с помощью математической модели (3.1.1),

этот эффект действительно может вести к снижению стабильности плазмидсодержащих

штаммов при длительном культивировании в хемостате, обеспечивая таким образом ма-

лость параметра θ и высокую дисперсность стационарного распределения клеток с раз-

личной копийностью. Полученные оценки на параметры θ и K, таким образом, представ-

ляют минимально возможные значения для плазмиды pBR322. Также предполагая

10≈DkII  (Brenner and Tomizawa, 1991), мы оцениваем вероятность (эффективность) ре-

пликации плазмид равной 15.01.0 −≈ρ , означающий, что только один-два полноценных

праймера для ДНК полимеразы из 10, образованных на плазмиде, ведут к успешной реп-

ликации.

Альтернативным (и возможно также верным) объяснением может являться факт того,

что параметры рекомбинантных штаммов не являются постоянными, в противоречие на-

шим первоначальным “модельным” предположениям, где мы также пренебрегли сущест-

венной вариабельностью клеток микроорганизмов, которые могут различаться по ряду

признаков- размеру, весу, составу протеинов и т.п. Эти упрощения возможно и являются

причиной столь низкой оценки для эффективности репликации плазмид θ.
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Более того, тщательный анализ данных (Lobner-Olesen, 1999) и многих других (Bailey

et al., 1983; Srienc et al., 1986; Tseng et al., 1997) показывает, что кроме высокой дисперсии

стационарных распределений, верной для подавляющего большинства данных и измерян-

ных различными методами, все известные экспериментальные распределения не являются

нормальными (т.е. нормально распределенными), а скорее лог-нормальными (см.

рис.3.2.3). В противоречие этим наблюдениям, простая математическая модель (3.1.1), как

впрочем и все модели, предложенные к настоящему времени, предсказывает симметрич-

ное стационарное распределение клеток с различной копийностью (см. рис. 3.2.1). Такое

принципиальное различие до сих пор не получило общего объяснения (К. Nordstrom, пер-

сональное сообщение), хотя ряд частичных объяснений было предложено. Например, на-

личие гена copB в составе плазмиды R1 приводит к увеличению скорости репликации

плазмид при наличии 1-2 копий плазмиды на клетку, что в свою очередь ведет к уменьше-

нию фракции клеток с низким содержанием плазмидной ДНК (К. Nordstrom, персональ-

ное сообщение), и что, соответственно, приводит к несимметричности распределения кле-

ток с различным числом плазмид. Этот механизм, однако, не объясняет наличия клеток с

необыкновенно высокой копийностью. Мы полагаем, что другой эффект может также

быть ответственен за такую необычность стационарного распределения клеток с различ-

ной копийностью плазмиды, а именно наличие клеток микроорганизмов с разными кле-

точными объемами.

Распределение клеток (как прокариотических, так и эукариотических) по размерам,

которое может быть измеряно с использованием проточной цитометрии, было экспери-

ментально найдено в 60-х; наиболее точно такое распределение описывается как лог-нор-

мальное (Harvey et al., 1967). Построение простых (Donachie, 1968) и достаточно сложный

математических моделей (Tyson, 1989; Tyson and Diekmann, 1986; Tyson and Hannsgen,

1985a; Tyson and Hannsgen, 1985b; Tyson and Hannsgen, 1986) не только позволило проде-

монстрировать однозначную связь между скоростью роста популяции микроорганизмов и

средним размером растущих клеток, но и показать, что “лог-нормальность” стационарного

распределения клеток с различным объемом (массой) есть прямое следствие соединения

стохастического клеточного цикла (Brooks et al., 1980; Smith and Martin, 1973) и процесса

экспоненциального роста бактериальной (или эукариотической) клетки (Harvey et al.,

1967; Kubitschek, 1986). Таким образом, вариация времени деления клеток приводит к на-

личию (причем стабильному) клеток с различным объемом (Tyson and Hannsgen, 1985a).

Экспериментально измеренный коэффициент вариаций для такого рода распределения
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“разнообъемных” клеток составляет 20-50% (Harvey et al., 1967; Lobner-Olesen, 1999), что,

следовательно, должно быть учтено в модели (3.1.1). Но как объем бактериальной клетки

связан с числом копий плазмиды в этой клетке?

Чтобы ответить на этот вопрос, вспомним как плазмиды регулируют свою копийность

(что мы рассмотрим на примере негативного контроля копийности). Репликация плазми-

ды осуществляется в основном с помощью cis-действующего протеина (или RNA, как в

случае плазмид pBR322 и ColE1), часто называемого rep-протеином, который син-

тезируется с постоянной скоростью (ColE1) либо регулируется (R1) (Summers, 1996). С

другой стороны, успешная репликация плазмиды ингибируется антисенсными trans-дей-

ствующими молекулами, преимущественно RNAs, которые обычно производятся с по-

стоянной скоростью (Summers, 1996). Следовательно репликация определенной плазмиды

определяется локальной концентрацией как реплицирующего белка так и ингибиторной

молекулы. Концентрация, как известно из курса физики, определяется числом молекул в

клетке, деленное на ее объем. Тогда в большой клетке с малым (начальным) числом копий

плазмиды, локальная концентрация ингибитора будет малой (число молекул ~ числу

плазмид), тогда как локальная концентрация rep-белка, специфичного к конкретной плаз-

миде, будет примерно постоянной (из-за cis-действующего механизма). Это различие в

концентрациях ингибитора и “rep-протеина” в конце концов приведет к увеличению числа

копий плазмиды в клетке с большим объемом. Подобный аргумент показывает, что в

клетке с маленьким объемом число плазмид не будет увеличиваться  в основном из-за

увеличенной локальной концентрации антисенсной молекулы. Суммируя, мы получаем,

что клетки в популяции микроорганизмов, обладающие сравнительно небольшим объе-

мом, будут содержать относительно малое число плазмид, тогда как клетки с большим

объемом могут увеличить копийность до экстремальных значений. То, что увеличение

объема клеток ведет к увеличению средней копийности, в частности отражено на рис.

3.1.6, где увеличение числа копий плазмиды/клетку связано с увеличением среднего объе-

ма бактериального штамма (Churchward et al., 1982). Может ли этот механизм объяснить

несимметричность распределения клеток с различным числом копий плазмиды и имеет ли

смысл этот простой вербальный аргумент? Проанализируем эту гипотезу с помощью про-

стейшей математической модели.

Пусть стационарное распределение клеток с различной копийностью (условная ве-

роятность обнаружить клетку с i плазмидами при клеточном объеме v) описывается рас-

пределением Пуассона (это верно для ColE1 при гиперболическом механизме ингибиро-
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вания и видимо для R1 (Nordstrom et al., 1984; Paulsson et al., 1998)), данное выражением

(2.1.11) или

( ) ( ) ( ) ( ) ( )v
i
vn

i
nvif

ii

γγ −=−= exp
!

exp
!

|0 (3.2.7)

где n - среднее число копий плазмиды в популяции микроорганизмов, v - объем клетки

(мы предположили линейную связь между объемом клетки и средней копийностью), γ -

коэффициент пропорциональности. Распределение ( )00 | vif  эквивалентно распределению

клеток с различным числом копий плазмиды, изображенное на рис. 3.2.1, при условии что

все клетки обладают идентичным объемом 0v . Пусть теперь каждая клетка может иметь

разный объем, заданным плотностью вероятности в виде гамма распределения:
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где 0v  соответствует среднему объему и 2σ - дисперсия объема в микробной популяции.

Мы выбрали гамма распределение, так как оно наиболее просто и точно отражает лог-

нормальность распределения клеток с различными размерами (Anderson et al., 2000; Tyson

and Hannsgen, 1985a). Тогда наблюдаемое стационарное распределение клеток с различ-

ным числом копий плазмиды в популяции микроорганизмов дается следующей сверткой:
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где 2
0 σva =  и σ0vb = . Это распределение может быть очень дисперсным (см. рис.

3.2.4) при больших σ . Например, при σ≈0v  мы находим

( )
( ) 11 ++

= i

i

n
nif , (3.2.10)
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где 0vn γ=  - средняя копийность в популяции микроорганизмов. Выражение (3.2.10) по-

казывает, что хотя и средняя копийность не изменяется при трансформации (3.2.9), дис-

персия распределения (3.1.10) равняется nnf += 22σ , т.е. пропорциональна вариации

размера клеток (единице).

0 10 20 30 40 50 60i
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0.06

0.08

x @i D

Рис. 3.2.4. Стационарное распределение клеток с различным числом копий плазмиды
при гиперболическом механизме ингибирования репликации плазмид, заданное выраже-
нием (3.2.9). 20=n , 1.0=γ , 2000 =v . Штрихованная линия - %10=CV  ( 4

0 1045.1 −⋅≈τ ),
непрерывная - %50=CV  ( 2

0 1018.1 −⋅≈τ ).

На рис. 3.2.4 изображено типичное распределение клеток с разным числом копий

плазмиды при учете “разброса” клеток по размерам. Распределение плазмидсодержащих

клеток при вариации клеточного размера до 50% достаточно точно отражает экспери-

ментально наблюдаемые распределения, в частности изображенное на рис. 3.2.3 (заметим,

что распределения на рис. 3.2.3 даны в логарифмических координатах по оси абсцисс).

Таким образом, мы показали, что несимметричность стационарных распределений плаз-

миднесущих штаммов микроорганизмов может быть связана с наличием клеток с различ-

ными объемами. Этим мы также подчеркиваем, что малость оцененного параметра θ (или,

что тоже самое, дисперсия стационарного распределения) может не иметь ничего общего

с точностью контроля копийности репликации, а определяется просто стохастичностью

процесса деления клеток микроорганизмов (и как следствие высокодисперсным распреде-

лением клеток по объемам).

Механизмы сегрегационной нестабильности плазмид. Стабильное наследование
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плазмид в популяции рекомбинантного штамма определяется в основном двумя факто-

рами - скоростью образования бесплазмидных клеток при делении плазмидсодержащих и

разницей в удельных скоростях роста плазмиднесущих и бесплазмидных вариантов. По-

следний фактор является своего рода усилителем, ускоряющим процесс элиминации

плазмидсодержащих штаммов при условии, что бесплазмидная клетка образовалась и на-

чала продуктивно делиться. Следовательно, условия, влияющие на скорость образования

бесплазмидных клеток, являются наиболее существенно влияющими на общую ста-

бильность плазмидсодержащих штаммов микроорганизмов и требуют особого рассмот-

рения.

Первый, и возможно наиболее важный фактор в стабильном наследовании плазмид-

это механизм распределения копий плазмиды между дочерними клетками при делении

материнской. Очевидно, что равное распределение обеспечивает гораздо более высокую

стабильность, чем случайное (при всех прочих равных условиях). Это не удивительно, что

большинство малокопийных плазмид обладают системами активного распределения

плазмид между дочерними клетками (Austin and Nordstrom, 1990; Williams and Thomas,

1992), так как при случайном распределении плазмиды были бы потеряны за несколько

генераций (вероятность образования бесплазмидной клетки дается выражением i−12 , где i-

число плазмид при делении материнской клетки). С другой стороны, многокопийные

плазмиды (с копийностью 30-50 копий на клетку) не нуждаются в такой системе актив-

ного распределения, т.к. вероятность образования бесплазмидной клетки является порядка
910~ −  (при 30=i ), что и обеспечивает достаточную стабильность плазмидсодержащих

штаммов даже при длительном культивировании (Summers, 1991; Summers, 1996).

Однако наличие определенного механизма сегрегации (точного либо случайного) не

обеспечит высокую стабильность плазмидсодержащих микроорганизмов, если реплика-

ция плазмид не происходит достаточно эффективно. Здесь второй фактор начинает играть

существенную роль, а именно точность (или эффективность) контроля копийности плаз-

мид. Эффективность контроля копийности определяется способностью плазмид

“выравнивать” свое число до некоторого фиксированного значения (определяемого ус-

ловиями культивирования). Заметим, что в этом смысле экспоненциальный механизм ин-

гибирования репликации плазмид является более точным, чем гиперболический (см. рис.

2.1.2 и (Ehrenberg, 1996; Paulsson and Ehrenberg, 1998)). И хотя экспоненциальный меха-

низм ингибирования регулирует копийность достаточно эффективно, он тоже не является

идеальным, т.к. идеально точный контроль копийности всегда обеспечивает репликацию
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плазмид в клетке до определенного значения не зависимо от начального числа плазмид

(т.е. если в начале клеточного цикла в клетке было 1, 2,… nm <  копий плазмиды, то в

конце клеточного цикла в клетке будет точно n плазмид).

Неидеальный (неточный) механизм репликации плазмид приводит к образованию

клеток с малым числом копий плазмиды к концу клеточного цикла и, следовательно, уве-

личивает вероятность образования бесплазмидных вариантов при делении (Nordstrom et

al., 1984; Paulsson and Ehrenberg, 1998; Summers, 1991; Summers, 1996). Это утверждение

верно как для плазмид с точной, так и со случайной сегрегацией плазмид при делении, хо-

тя и в случае точной сегрегации даже не очень эффективный контроль копийности (на-

пример, модель “+n репликаций”) обеспечивает высокую сегрегационную стабильность

плазмиды (Nordstrom et al., 1984). Таким образом, точная регуляция отклонений числа

плазмид в клетке от некоторого среднего является важной характеристикой в сегрегаци-

онной стабильности плазмидсодержащих штаммов микроорганизмов. Из этих рассужде-

ний также следует, что неточность контроля копийности может быть причиной сегрегаци-

онной нестабильности рекомбинантных микроорганизмов-сверхпродуцентов, где эффек-

тивная транскрипция плазмидных генов приводит к снижению числа успешных реплика-

ций плазмиды (определяемое параметром ρ ) и соответственно к образованию малоко-

пийных клеток. Но будет ли плазмида стабильно поддерживаться в популяции микроор-

ганизмов, если контроль ее копийности был бы идеальным (например, при наличии не-

скольких независимо действующих репликационных систем, как, например на плазмиде

F)? Ответ на такой вопрос был бы положительный, если бы не другие факторы, также

влияющие на сегрегационную стабильность.

Одна из удивительных особенностей рекомбинантных (и иногда природных) плазмид-

это образование мультимеров (Summers et al., 1985; Summers and Sherratt, 1984). Напри-

мер, отсутствие специального сайта на плазмиде pBR322, названного cer (СolE1 resolution)

и ответственного за “расщепление” димеров, тримеров и прочих мультимеров с помощью

кодируемых клеткой ферментов XerCD, ArgR и PepA (Colloms et al., 1990; Hodgman et al.,

1998; Summers, 1998; Summers, 1996), приводит к снижению эффективного числа сегреги-

рующих при делении единиц (мономеров, димеров и т.д.), а следовательно к увеличению

сегрегационной нестабильности плазмидсодержащих микроорганизмов. Например, если

30 копий плазмиды образуют 15 димеров, то вероятность образования бесплазмидного

варианта увеличивается от 9301 102 −− ≈  до 5151 102 −− ≈ , что приводит к достаточно быстрой

сегрегации плазмид. Очевидно, что для появления бесплазмидного варианта, достаточно
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только нескольким плазмидсодержащим клеткам образовать димеры перед делением, а

следовательно снизить эффективное число независимо сегрегирующих при делении еди-

ниц в два раза. Локус cer как раз и способствует усилению сайт специфической рекомби-

нации между димерами с их последующей мономеризацией. Этот процесс наиболее ярко

выражен в клетках бактерий с нормально функционирующей рекомбиназой XerCD, но не

эффективен, например, в sbcA, recBC, recA штаммах (Summers and Sherratt, 1984). Таким

образом, образование мультимеров может существенно увеличить нестабильность реком-

бинантных штаммов микроорганизмов (Boe and Tolker-Nielsen, 1997; Summers, 1993;

Summers, 1994; Summers et al., 1993), даже при высокоэффективном контроле копийности.

С другой стороны, клонирование локуса cer (или подобного, идентифицированного для

многих плазмид) или трансформация плазмиды в рекомбиназо-компетентный штамм при-

ведет к восстановлению исходной стабильности плазмиды, достигнутой при мономериза-

ции всех плазмидных копий.

Однако даже при идеально регулируемом контроле копийности и присутствии всех

плазмид в мономерной форме различие клеток в объемах может также играть сущест-

венную роль в сегрегационной стабильности плазмидсодержащих штаммов микроорга-

низмов. Как мы показали выше, клетки с малым объемом будут в среднем содержать го-

раздо меньше копий плазмиды, чем клетки с большим объемом, а следовательно такие

“малыши” очень быстро приведут к образованию бесплазмидных вариантов. Например,

для данных, приведенных на рис. 3.2.4, вероятность образования бесплазмидной клетки

при делении плазмидсодержащей 0τ  в случае “узкого” стационарного распределения кле-

ток с различной копийностью ( %10=CV ) определяется как 4
0 1045.1 −⋅≈τ , тогда как при

%50=CV  эта вероятность увеличивается на два порядка 2
0 1018.1 −⋅≈τ .

Отметим, что процесс образования малокопийных клеток (из-за малости клеточного

объема) будет возможен, даже если все плазмиды являются мономерами, а контроль ко-

пийности - идеальным. Такой разброс в клеточных размерах связан в основном со сто-

хастикой (непостоянностью) времени деления клеток микроорганизмов (из-за вариа-

бельности фазы G1 (для бактерий B)), что было неоднократно подчеркнуто в ряде работ

(Bernander and Nordstrom, 1990; Brooks, 1981; Brooks et al., 1981; Eliasson et al., 1996; Smith

and Martin, 1973; Tyson, 1989; Tyson, 1991; Tyson and Hannsgen, 1985a; Tyson and Hannsgen,

1986). Это в частности означает, что распределение клеток с разной копийностью из-за

дисперсии в массе (объеме) также является одной из возможных причин сегрегационной



95

нестабильности плазмид. Отметим, что этот аспект нестабильности практически некон-

тролируем при длительном культивировании, т.к. даже изначально синхронизованная

“одноразмерная” культура бактерий теряет свою синхронность за несколько генераций

(Smith & Martin, 1973; Романовский и др. 1975).

Таким образом, механизм сегрегации плазмид при делении (точный, случайный и

т.п.), эффективность (или точность) контроля копийности, скорость рекомбинации муль-

тимеров и распределение клеток по размерам являются основными причинами (извест-

ными нам к настоящему времени) сегрегационной нестабильности плазмид. Очевидно,

что только последний фактор обеспечивает несимметричность стационарных распреде-

лений клеток с различным числом копий плазмиды, многократно отмеченная экспери-

ментально (Bailey et al., 1983; Lobner-Olesen, 1999; Srienc et al., 1986; Tseng et al., 1997).
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Г Л А В А  4 .

ВЛИЯНИЕ ЭФФЕКТИВНОСТИ КЛОНИРОВАННЫХ В ПЛАЗМИДЕ ГЕНОВ НА ПО-

ПУЛЯЦИОННУЮ ДИНАМИКУ ПЛАЗМИД МИКРООРГАНИЗМОВ

В предыдущих главах мы рассмотрели влияние наличия нескольких копий плазмиды

в бактериальной клетке на популяционную динамику плазмидсодержащих микро-

организмов и обнаружили, что во многих случаях учитывание копийности рекомби-

нантных плазмид приводит к новым результатам (как, например, распределение клеток с

различным числом плазмид) и в ряде случаев помогает объяснить наблюдаемые эффекты

(как например снижение селективного преимущества бесплазмидных клеток при длитель-

ном культивировании в хемостате). Одним из важных предположений в нашем анализе

являлось влияние числа копий плазмиды на время генерации хозяйской клетки. И хотя

такая зависимость скорости роста популяции бактерий от концентрации экстрохромо-

сомальной ДНК (плазмидной ДНК) была действительно обнаружена в ряде экспериментов

(Engberg et al., 1975; Nguyen et al., 1989; Smith & Bidochka, 1998; Zund & Lebek, 1980), од-

нозначного соответствия между размером плазмиды (и ее копийностью) и метаболической

нагрузкой на клетку-хозяина, которую эта плазмида вызывает, к настоящему времени как

известно автору предложено не было. Мы (как возможно и многие другие исследователи)

полагаем, что не просто присутствии дополнительной плазмидной ДНК в бактериальной

клетке ведет к снижению скорости роста популяции микроорганизмов, содержащих эту

плазмиду, а скорее всего неконтролируемая экспрессия клонированных в плазмиде генов

ответственна за такое снижение. Под экспрессией генов мы понимаем как гены, клониро-

ванные в плазмиде методами генной инженерии, так и гены ответственные за поддержа-

ние плазмиды в популяции микроорганизмов, т.е. вовлеченные в регуляцию копийности

плазмид, активного распределения плазмид по дочерним клеткам при делении и т.п. В

этой главе мы рассмотрим как эффективность экспрессии рекомбинантных генов, нахо-

дящихся на плазмиде, влияет на стабильность плазмидсодержащих штаммов микроорга-

низмов при их длительном культивировании в периодической и непрерывной культуре.
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4.1. Метод оценки кинетических параметров штаммов микроорганизмов, содержащих

рекомбинантные плазмиды.

Достоинство математических моделей часто состоит не только в предсказании новых

эффектов, но и в оценке параметров модели на основе экспериментальных данных и срав-

нении оцененных параметров при различных внешних условиях. К сожалению, хотя и к

настоящему времени биология становится все более точной наукой и все больше экс-

периментов проводится с необходимой для многих современных моделей точностью,

микробиология не относится к числу таких продвинутых областей естествознания. Мно-

гие эксперименты, в которых изучались (и изучаются) причины нестабильности плаз-

мидсодержащих микроорганизмов, представляют в основном динамику фракции плаз-

миднесущих (бесплазмидных) клеток (Noack et al., 1981; Wouters et al., 1980), хотя ис-

ключения известны (Caulcott et al., 1985; Duetz and van Andel, 1991; Filonov et al., 1997).

При этом экспрессия плазмидных генов и/или средняя копийность бактериальных клеток

обычно не измеряется, как, например, в типичной работе (Noack et al., 1981), не говоря

уже о распределении копийности в популяции микроорганизмов. Учитывая этот факт, мы

нашли излишним применение разработанной нами распределенной модели для нахожде-

ния параметров плазмидсодержащих клеток (мы смогли бы описать практически любые

из этих данных при достаточно простых биологических предположениях), и, где не обо-

значено противоположное, применили модель, разработанную Левиным и Стюартом (да-

лее модель ЛС) для описания динамики плазмид в популяции микроорганизмов (Stewart

and Levin, 1977) и ранее Мозером для описания динамики мутантов в хемостате (Moser,

1958). Хотя эта модель и является достаточно общей, она не отражает некоторые наблю-

даемые эффекты как, например, изменение среднего числа копий плазмиды на клетку

(рис. 3.1.7), но тем не менее может быть применена в подавляющей большинстве случаев,

где такие изменения не наблюдаемы либо не измеряны. В этой части мы разработаем ме-

тод оценки основных параметров плазмидсодержащих штаммов микроорганизмов, осно-

ванный на модели ЛС, а именно селективное преимущество бесплазмидных клеток α (или

селективный коэффициент, что обозначено s работах Фишера и его последователей

(Fisher, 1930)) и коэффициент 0τ , описывающий скорость образования бесплазмидных

клеток8, который в дальнейшем мы будем называть просто вероятностью образования

                                                
8 Более точно 20 θτ ≈ , где θ - вероятность образования бесплазмидной клетки при делении (см. далее).
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бесплазмидной клетки (этот параметр совпадает с переменной 0τ , приведенной в основ-

ной модели (3.1.1)). Как следующий шаг мы применим разработанный метод для понима-

ния причин нестабильности плазмид при различных условиях культивирования в ряде

экспериментов, а также кратко сравним разработанный нами метод оценки параметров

плазмиднесущих микроорганизмов с ранее предложенными (Boe et al., 1987; Boe and

Rasmussen, 1996; Caulcott, 1984; Caulcott et al., 1985; Cooper et al., 1987; Davidson et al.,

1990; Duetz and van Andel, 1991; Duetz et al., 1991; Dunn et al., 1995; Filonov et al., 1997;

Godwin and Slater, 1979; Impoolsup et al., 1989; Lenski and Bouma, 1987; Proctor, 1994;

Tolker-Nielsen and Boe, 1994; Walmsley et al., 1983).

Оценка параметров плазмидсодержащих штаммов микроорганизмов. Одним из

методов, который может быть применен для понимания причин нестабильности реком-

бинантных плазмид в различных условиях культивирования, является разработка мате-

матической модели, которая достаточно точно описывает экспериментальные данные и с

помощью которой параметры, определяющие нестабильность плазмидсодержащих штам-

мов могут быть оценены. В некоторых случаях математическая модель ЛС является хоро-

шим первым приближением динамики плазмид в непрерывной и периодической культуре

(модель, разработанную в главе 3 можно считать вторым приближением).

В общем случае, математическая модель ЛС (1.2.1) описывает динамику сегрегаци-

онно и кинетически коньюгативных плазмид, однако большинство рекомбинантных

плазмид являются неконьюгативными (гены, обеспечивающие коньюгативный перенос

плазмид, занимают достаточно большой объем на плазмиде, и часто не включаются в со-

став малоразмерных векторов, как, например, pBR322). Учитывая этот факт, мы пере-

пишем модель (1.2.1):
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(4.1.1)

где обозначенные параметры описаны в подписи к выражению (1.2.1). Отметим, что в

данных обозначениях, время t обозначает хронологическое время, тогда как число гене-

раций, прошедших с начала культивирования плазмидсодержащих клеток в хемостате,
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определяется как ( )2lntDttg g == , где ( ) Dtg 2ln=  - время генерации в хемостате

(Dykhuizen and Hartl, 1983).

И хотя в общем случае система (4.1.1) содержит 7 неизвестных параметров, только

два из них являются наиболее важными и относящимися только к плазмидсодержащему

штамму и характеризующие соответственно кинетическую и сегрегационную неста-

бильность плазмид: селективное преимущество бесплазмидных клеток (или стоимость

плазмиды, α, выражение 1.2.2) и вероятность потери плазмиды при делении τ0. Мы пред-

лагаем использовать эти характеристики плазмиднесущих клеток как стандартные пара-

метры штаммов, как, например, максимальная скорость роста maxµ и константа по-

лунасыщения по субстрату SK  являются стандартными характеристиками бактерий при

заданных условиях культивирования (Dykhuizen and Hartl, 1983; Monod, 1949; Pirt, 1975).

Однако необходимо отметить, что ряд других параметров был использован для характери-

зации нестабильность плазмид, как, например, отношение скоростей роста (или времен

генерации) +−= µµC , разница скоростей роста +− −= µµm  и скорость потери плазмид

+= µτ 0R . Мы предпочитаем использовать параметры α  и 0τ  по двум основным причи-

нам: во-первых, эти параметры являются безразмерными, а следовательно могут быть лег-

ко сравнены, и во-вторых, они имеют простой биологический смысл – стоимость плазми-

ды и вероятность потери плазмиды при делении.

Математическая модель (4.1.1) не имеет точного аналитического решения, хотя и ка-

чественный анализ этой модели был проведен достаточно подробно (Hsu et al., 1995;

Lenski & Hattingh, 1986; Lu & Hadeler, 1998; Smith & Waltman, 1995; Апонин и др., 1984,

Апонин и Апонина, 1996). Численный анализ показывает, что динамика плазмидсодер-

жащих клеток состоит из четырех последовательных фаз (Ganusov and Brilkov, 2001).

1. В течение начальной фазы популяция плазмидсодержащих клеток увеличивается в

плотности до стационарного значения ( )SSyX ~
0 −= ++  (см. рис. 4.1.1). Причина такой

пролиферации заключается в том, что изначальный инокулята обычно приготавливается в

достаточно маленьком объеме ~ 5-10 мл (при плотностях ~109 клеток/мл) и разводится в

хемостате, объем которых обычно 100-1000 мл. Экспоненциальное увеличение чис-

ленности плазмидной популяции может привести к появлению существенной фракции

бесплазмидных клеток и соответственно повлиять на последующую динамику замещение

плазмидсодержащего штамма на бесплазмидный вариант. Этот процесс может быть пре-
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дотвращен, если в среду добавлен антибиотик (до установления стационарного состояния

по численности) либо если используется среда, в которой рост бесплазмидных клеток не-

возможен.

0 10 20 30 40 50time , h

10

20

30

40

50
X+

Рис. 4.1.1. Динамика полного числа клеток в хемостате. Начальное число клеток вы-
брано ниже стационарного, 30=+X  (остальные параметры такие же, как и в подписи к
рис. 4.1.2, сплошные линии). I, II, III и IV – фазы динамики плазмидсодержащих клеток.

2. После начального увеличения плотности плазмиднесущей популяции, в хемостате

наблюдается квази-стационарное состояние, когда число плазмидных клеток и концен-

трация субстрата практически не меняются (рис.4.1.1 и 4.1.2) и могут быть определены из

системы 4.1.1:

( ) DS ≈+ ~µ , ( )SSyX ~~
0 −= ++ . (4.1.2)

В течение этой фазы число плазмиднесущих клеток значительно превосходит число

бесплазмидных ( )−+ >> XX  и, следовательно, время генерации плазмидсодержащей по-

пуляции соответствует времени генерации в хемостате.

3. Следующая фаза – фаза замещения плазмидного штамма на бесплазмидный вари-

ант.

4. Окончательно, когда число бесплазмидных клеток сравнивается (и превосходит) с

числом плазмидных, в хемостате наблюдается второе квази-стационарное состояние, где

время генерации бесплазмидной популяции теперь определяется временем генерации в

I II III IV
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хемостате:

( ) DS ≈− ~µ , ( )SSyX ~~
0 −= −− . (4.1.3)

0 10 20 30 40 50Time , h
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Рис. 4.1.2. Динамика фракции плазмиднесущих клеток (слева) и концентрации ли-
митирующего рост субстрата (справа) в хемостате в соответствии с численным решением
системы 4.1.1. Параметры: 3.0=D  час-1, 1000 =S , 5.0== −+ yy , 4

0 10−=τ , начальная
плотность плазмидсодержащих клеток и концентрация субстрата взяты в стационарном
состоянии (см. выражение 4.1.2). Штриховые линии – константы полунасыщения одина-
ковы для плазмидного и бесплазмидного штаммов: 05.0== +−

SS KK , 1max =−µ  час-1,
5.0max =−µ  час-1 (т.е. 5.0=α ). Сплошные линии – константы полунасыщения не одина-

ковы для плазмидного и бесплазмидного штаммов: 05.0=+
SK , 015.0=−

SK , 1max =−µ  час-1,
95.0max =

−µ  час-1 (т.е. 51.0≈+α  и 64.0≈−α ).

Следовательно, при оценке параметров плазмидсодержащих штаммов микроорга-

низмов две особенности их динамики в хемостате должны быть учтены: 1) изменение

времени генерации (плазмидные → бесплазмидные) и 2) изменение концентрации суб-

страта при замещении плазмидного штамма бесплазмидным вариантом. Последнее ка-

чество особенно важно, так как в общем случае селективный коэффициент, определенный

в (1.2.2) зависит от концентрации субстрата в среде (исключая тот редкий случай равных

констант полунасыщения для плазмидных и бесплазмидных клеток, тем не менее наблю-

даемый для некоторых плазмид, (Wouters and van Andel, 1983)), а следовательно может

изменяться при замещении плазмидной популяции бесплазмидным вариантом. Этот факт

игнорировался в большинстве методов, разработанных для оценки плазмидных парамет-

ров, хотя равенство констант полунасыщения обычно неизвестно a priori и должно быть

проверено в каждом отдельном случае. Мы, таким образом, предложим простой метод,

который позволит оценить селективный коэффициент в начале +α  и в конце _α  культи-
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вирования, а также вероятность потери плазмиды при делении. Для случая, когда кон-

станты полунасыщения могут быть предположены равными или, что идентично, −+ = αα

мы получим аналитическое приближение модели (4.1.1), позволяющее с большой досто-

верностью оценить параметры плазмидсодержащих клеток.

Общий случай +− ≠ SS KK . Наш метод основан на использовании приближений квази-

стационарного роста, наблюдаемого в начале и в конце культивирования (выражения 4.1.2

- 4.1.3). Более точно, мы предположим, что хотя параметры модели зависят от концентра-

ции субстрата, в стационарном состоянии они все приблизительно являются константами.

В дальнейшем мы будем использовать две удобные характеристики:

,
1
1

,

zXX
Xn

X
Xz

+
=

+
=

=

+−

+

+

−

(4.1.4)

где z - отношение числа бесплазмидных клеток в популяции к числу плазмидсодержащих

и n - доля плазмидсодержащих клеток в популяции микроорганизмов. С учетом этих оп-

ределений первые два уравнения системы (4.1.1) могут быть переписаны в виде:

( ) ( )
( ) ( )







 ++
−

= + zz
S

SS
dt
dz 1

1 0τα
αµ , (4.1.5)

( ) ( ) ( )( )( )[ ]zSzSS
dt
dz +++= − 110 αταµ . (4.1.6)

Заметим, что оба уравнения являются точными, если динамика субстрата также при-

нята во внимание, так как в общем случае селективный коэффициент зависит от концен-

трации субстрата. Отметим, что подобные уравнения (только для переменной n) были по-

лучены в ряде предшествующих работ (Caulcott et al., 1987; Cooper et al., 1987; Dunn et al.,

1995; Proctor, 1994).

Оценка селективного коэффициента _α . Селективный коэффициент плазмидне-

сущих клеток в конце культивирования может быть оценен, если мы предположим квази-

стационарное состояние, удовлетворяющее условию (4.1.3). Тогда при ( ) DS ≈− ~µ  урав-

нение (4.1.6) переписывается в виде:
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( )( )zDz
dt
dz +−+≈ −− 110 ατα , (4.1.7)

где его решение находится прямым интегрированием:

( ) ( )[ ]
( )

( )[ ]( )12
1

2 1

0

01
0

00 −
−+

+=
−−−− +−

−−
+− ggzgz ααταατ

αατ
τ

. (4.1.8)

где Dg 2ln=  - время генерации в хемостате. Так как мы предполагаем, что 1>>z , мы

можем пренебречь вторым членом в выражении (4.1.8), и таким образом, мы находим

оценку для −α  (при 10 <<τ )

( ) 2lnlnln gCgz −+≈ α . (4.1.9)

(заметим, что так как на самом деле мы оцениваем параметр ( )−− −+ ατα 10 , аппрокси-

мация (4.1.9) обеспечивает максимальную оценку селективного коэффициента).

Подобное выражение было предложено ранее для оценки селективного преимущества

и вероятности потери плазмиды (последнее неверно по ряду причин) в ряде работ (Cooper

et al., 1987; Печуркин и др., 1990; Брильков и др., 1990), а также для оценки разницы в

скоростях роста исходного и мутантного штаммов при культивировании в хемостате

(Dykhuizen and Hartl, 1983; Moser, 1958). Таким образом, аппроксимируя экспонентой от-

ношение бесплазмидных клеток к плазмидсодержащим (при z>>1) мы с легкостью можем

оценить селективное преимущество бесплазмидных клеток −α , которое пропорционально

тангенсу угла наклона кривой z (в логарифмических координатах). Аналогичный резуль-

тат для хемостатного культивирования был также найден в работах (Caulcott et al., 1987;

Cooper et al., 1987; Proctor, 1994) и для периодического культивирования (Boe, 1996; Boe

and Rasmussen, 1996). Отметим, что использование пересечения кривой (4.1.9) с осью ор-

динат для оценки параметра C не может быть использовано для оценки вероятности поте-

ри плазмиды 0τ  как это было применено в работах (Брильков и др., 1990; Caulcott et al.,

1985; Cooper et al., 1987), так как приближение стационарного роста (фаза IV), предполо-

женное для вывода выражения (4.1.9) является точным только при большой численности

бесплазмидных клеток (экстраполяция 1<z  не входит в это приближение). В дополнение,
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кажется нелогичным оценивать вероятность потери плазмиды, когда численности плаз-

миднесущих и бесплазмидных клеток одинаковы и основным процессом, вовлеченным в

изменение доли бесплазмидных клеток в популяции, является конкуренция клеток за суб-

страт (характеризуемая коэффициентом _α ).

Оценка селективного коэффициента +α  и вероятности потери плазмиды 0τ .

Аналогично предыдущему примеру мы рассмотрим квази-стационарное состояние в хе-

мостате, когда большинство клеток являются плазмидсодержащими, т.е. 1<<z . Предпо-

лагая ( ) DS ≈+µ  и, следовательно, уравнение (4.1.6) может быть решено простым интег-

рированием:

( ) ( )[ ]
( )

( )[ ]( )12
1

2 1

0

01
0

00 −
−+

+=
++++ −+

++
−+ ggzgz ααταατ

αατ
τ

, (4.1.10)

где мы заметим, что это уравнение отличается от выражения (4.1.9), полученного для −α .

Очевидно, что если начальная концентрация бесплазмидных клеток не является нулевой

( 00 >z ), параметр 0τ  не может быть определен с большой точностью (если +< ατ 0 , что

верно для большинства бактериальных рекомбинантных плазмид, (Duetz et al., 1991)). Ин-

туитивный аргумент для этого аналогичен предыдущему: при ненулевой начальной кон-

центрации бесплазмидных клеток и достаточно большом селективном коэффициенте уве-

личение численности бесплазмидной популяции будет происходить за счет экспоненци-

ального роста (конкуренции), а не за счет потери плазмид плазмидсодержащими клетка-

ми. Следовательно, для оценки стоимости плазмиды и вероятности потери плазмиды мы

предположим, что начальная концентрация бесплазмидных клеток является малой

( 00 ≈z ); тогда логарифмируя выражение (4.1.10) мы находим:

( ) ( )
( )

( )[ ]( )12ln
1
1

lnln 1

0

0 0 −+
+−

−
≈

++ −+
++

+
ggz αατ

αατ
ατ

. (4.1.11)

Отметим, что в общем случае параметры +α  и 0τ  не могут быть определены из про-

стой линейной регрессии, а, следовательно, для их оценки нелинейная регрессия должна

быть использована. Однако, если можно предположить независимость селективного ко-
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эффициента от концентрации субстрата в среде ( ααα == −+ ) и если вероятность потери

плазмиды значительно меньше стоимости плазмиды, 0τ  может быть найдено, используя

простую линейную регрессию:

( ) ( ) ( )( )12ln1lnlnln 1
0 −+−+≈ − ggz αα

α
ατ , (4.1.12)

где селективное преимущество −= αα  определено в (4.1.9). Из уравнения (4.1.12) мы так-

же можем предложить вторую важную характеристику 0T  (в дополнение к времени полу-

элиминации плазмид 2/1T , определенного в главе 3) - время, когда малое число бес-

плазмидных клеток z  ( 1<<z ) появится в изначально гомогенной популяции плазмид-

содержащего штамма:

( )
( )





−
⋅−≈
ατ

α
α
α

1
ln1

2ln
1

0
0

zT , (4.1.13)

где T0 дано в генерациях плазмиднесущего варианта. Рис. 4.1.3 представляет основные

свойства времени 0T  при изменении параметров α  и 0τ  в диапазоне наиболее правдо-

подобных биологических значений.

Рис. 4.1.3. Время появления малого числа %5=z  бесплазмидных клеток при куль-
тивировании изначально гомогенного плазмидсодержащего штамма в хемостате в соот-
ветствии с выражением (4.1.13). Левый график (сверху вниз): 1.0=α , 0.3, 0.5, 0.9. Правый
график (снизу вверх): 1.00 =τ , 10-3, 10-7, 10-10.

Два интересных наблюдения следуют из анализа рис. 4.1.3. Во-первых, время ста-
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бильного поддержания плазмид ( 0T ) возрастает экспоненциально с уменьшением веро-

ятности образования бесплазмидной клетки 0τ  (по крайней мере при 4
0 10−<τ , что верно

для многих природных плазмид (Boe, 1996)), более того, эта скорость возрастания прак-

тически не зависит от селективного коэффициента (в первом приближении). С другой

стороны, при достаточно больших α скорость элиминации плазмидсодержащего штамма

возрастает многократно. Например, ( ) 2001.00 ≈=αT  генераций, тогда как ( ) 49.00 ≈=αT

генерации (при 7
0 10~ −τ ).

Во-вторых, при 5.0>α  плазмиднесущие бактерии не поддерживаются в хемостате

даже при исчезающе малых 10
0 10−≈τ . Более того, разница между временем поддержания

штаммов с разными 0τ  становиться неразличимой при высоких селективных коэф-

фициентах, что означает, что элиминация плазмидсодержащих клеток осуществляется в

основном благодаря конкуренции с бесплазмидным вариантом. Когда же селективный ко-

эффициент является бесконечно малым 0≈α , что возможно либо при малой копийности

плазмиды, либо при невысокой экспрессии плазмидных генов, плазмиды могут поддер-

живаться виртуально долго, так как время 0T  достигает бесконечно больших значений

(это утверждение также верно, если ограничение ατ <<0  не выполняется, Ганусов и др.,

2000).

Зная время 0T  и число бесплазмидных клеток к этому времени z , мы можем с лег-

костью оценить вероятность образования бесплазмидной клетки 0τ  из нелинейного урав-

нения (4.1.11) при известном −+ = αα , аналогичное выражению (4.1.12)9:

( )
( ) �
�

�
�

�

�� αα

α
ατ −−

−
⋅≈ . (4.1.14)

Подобное выражение может также быть найдено при культивировании бактерий в се-

рии пассажей в периодической культуре (Ganusov and Brilkov, 2001; не показано):

( )
( )�

�
� αα

α
ατ −−

−
⋅≈ �

�

�
, (4.1.15)
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где d - фактор разбавления (обычно ��
����

−− −≈� ) и N - число последовательных пас-

сажей, при которых число бесплазмидных клеток равняется z (для описания

“конкурентного” эксперимента см. (Levin et al., 2000)). Выражение (4.1.15) является очень

удобным для оценки параметра плазмиднесущих бактерий 
�

τ  в экспериментах, проведен-

ных в периодической культуре (Б. Левин, персональное сообщение). Например, при

���=α , �
���

−⋅≈�  (разведение 1:500), ��=�  и ��=�  (длительность эксперимента = 10

дней) мы находим вероятность потери плазмиды �

�
�����

−⋅≈τ .

Рис. 4.1.4. Вероятность образования бесплазмидной клетки при появлении ���	


бесплазмидных клеток при культивировании плазмидсодержащего штамма в периодике в
соответствии с предложенным в данной работе (4.1.15) и Бое (Boe and Rasmussen, 1996)
оценками. Непрерывная линия - (Boe and Rasmussen, 1996), штриховая (маленькие штри-
хи) - наше приближение (4.1.15), широкие штрихи - использование приближений ���  и

���� .

Подобный метод нахождения параметров плазмидсодержащих штаммов микроор-

ганизмов в периодической культуре был также предпринят в одной из недавних работ

(Boe, 1996; Boe and Rasmussen, 1996). Авторы разработали дискретную модель пролифе-

рации плазмидсодержащих клеток в периодической культуре для случая, когда времена

генерации плазмидных и бесплазмидных суб-популяций не являются равными (или в на-

ших обозначениях ��� ). Несмотря на то, что результат Бое был получен для дис-

кретного роста бактерий в периодической культуре, мы получили приближенно эквива-

                                                                                                                                                            
9 Эта оценка является максимальной.
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лентные оценки для параметров �  и 
�

� , что изображено на рис. 4.1.4. Отметим, что Boe

and Rasmussen (1996) оценивали параметры  (вероятность образования бесплаз-

мидной клетки при делении плазмидсодержащей) и  (отношение времен ге-

нерации плазмиднесущего и бесплазмидного штаммов), которые, очевидно, имеют прямое

соответствие с параметрами, оцениваемыми нашими методами.

Частный случай ��

�

��

�� . Подробный анализ ряда экспериментальных данных,

проведенный в данной работе (см. далее) и ряде других (Caulcott et al., 1987; Duetz and van

Andel, 1991; Dunn et al., 1995; Godwin and Slater, 1979; Брильков и др., 1990) показывает,

что селективное преимущество бесплазмидных клеток часто зависит от удельной скорости

разбавления среды в хемостате, а, следовательно, от концентрации лимитирующего рост

субстрата. Однако можно предположить, что при культивировании в хемостате плазмид-

содержащих бактерий с определенной скоростью протока среды D, селективный коэффи-

циент не изменяется значительно при замещении плазмидной популяции бесплазмидным

вариантом. Тогда можно предположить, что const. При постоянном селек-

тивном коэффициенте уравнение (4.1.5) (или (4.1.6)) может быть решено аналитически.

Так как уравнение (4.1.5) содержит неизвестную функцию � 	


�

� , наиболее широко при-

меняется приближение � 	 
 �

�

�  для нахождения его аналитического решения (Cooper et

al., 1987; Davidson et al., 1990; Dunn et al., 1995; Lenski and Bouma, 1987; Proctor, 1994), ко-

торое может быть выражено через долю плазмидсодержащих клеток в хемостате n:

, (4.1.16)

где � 	�
�

�� �  и . Оценка параметров выражения (4.1.16) проводится методами

нелинейной регрессии (Davidson et al., 1990; Dunn et al., 1995; Proctor, 1994). Основным

недостатком решения (4.1.16) является факт, что оно не учитывает изменение времени ге-

нерации в хемостате от плазмиднесущих клеток к бесплазмидным клетка (см. выше), ко-

торое строго говоря значительно при ��� . Если же селективный коэффициент мал

���� , то оценка параметров в соответствии с выражением (4.1.16) достаточно точна

(Dunn et al., 1995).

Мы тем не менее предлагаем альтернативный и более элегантный способ оценки �  и
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�
� , который учитывает изменение времени генерации в хемостате и был ранее предложен

Дуетзом и ван Анделом для оценки селективного коэффициента при �
�

��  (Duetz and van

Andel, 1991). Для этого мы заметим, что после начальной фазы пролиферации плазмидне-

сущих клеток (фаза I на рис. 4.1.1), фракция плазмидной популяции n подчиняется урав-

нению:

. (4.1.17)

Тогда выражая скорость роста бесплазмидных клеток из уравнения (4.1.17) мы на-

ходим уравнение на динамику доли бесплазмидного варианта в популяции микроорга-

низмов �

� :

, (4.1.18)

которое при �
�

��  совпадает с ранее предложенным (Duetz and van Andel, 1991). Решение

уравнения (4.1.18) находится прямым интегрированием:

. (4.1.19)

Как и в предыдущем случае, для оценки параметров плазмиднесущих клеток необ-

ходимо использовать нелинейную регрессию. Отметим, что в решении (4.1.19) искомая

функция � 	��

�  задана неявно.

Ограничения и преимущества методов оценки параметров. Как было упомянуто вы-

ше, все ранее предложенные методы оценки параметров плазмидных клеток можно ус-

ловно разделить на 2 группы:

• Использующие линейные аппроксимации исходной модели (4.1.5)-(4.1.6) или ре-

шения (4.1.16) (Boe et al., 1987; Boe and Rasmussen, 1996; Caulcott et al., 1985;

Cooper et al., 1987; Duetz et al., 1991; Dunn et al., 1995; Impoolsup et al., 1989; Lenski

and Bouma, 1987; Proctor, 1994; Tolker-Nielsen and Boe, 1994; Walmsley et al., 1983;
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Брильков и др., 1990). Основным недостатком этих методов является применение

линейной регрессии для оценки вероятности потери плазмиды 
�

�  при значитель-

ной концентрации бесплазмидных клеток, что приводит к значительной погреш-

ности в оцененном значении (не показано).

•  Использующие приближенное решение (4.1.16). Здесь ошибка в оценке возрастает

многократно для плазмид с большой стоимостью, так как факт смены времени ге-

нерации в хемостате: со времени генерации плазмидсодержащих клеток (начало

культивирования) к времени генерации бесплазмидных клеток (конец культивиро-

вания) не учитывается (Davidson et al., 1990; Dunn et al., 1995; Lenski and Bouma,

1987; Proctor, 1994; Walmsley et al., 1983).

Применение методов к симулированным данным. Для более убедительной де-

монстрации недостатков метода нелинейной регрессии (4.1.16), который считается наи-

более точным к настоящему времени (см. дискуссию в (Dunn et al., 1995; Proctor, 1994))

мы генерировали 2 набора данных из численного решения модели (4.1.1) при двух при-

ближениях ��

�

��

��  и ��

�

��

�� . Параметры, использованные для симулированных дан-

ных идентичны параметрам, приведенным в подписи к рис. 4.1.2. Мы использовали 3 ос-

новных метода оценки параметров: 1 – метод нелинейной регрессии в соответствии с ре-

шением (4.1.16); 2- метод нелинейной регрессии в соответствии с решением (4.1.19); 3 –

линейное приближение (4.1.11) для оценки �

�  и 
�

�  и 3а – линейное приближение (4.1.9)

и (4.1.12) для оценки �

�  и 
�

�  (предполагая ��

� �� ). Для линейной и нелинейной регрес-

сии мы использовали программу “Математика” (Wolfram, 1990). Результаты анализа при-

ведены в Таблице 4.1.1.

Случай ��

�

��

��  или . Очевидно, что все три метода, предложенные в дан-

ной работе достаточно четко определяют селективный коэффициент и вероятность потери

плазмиды, если селективный коэффициент не зависит от концентрации субстрата в среде.

Напротив, метод нелинейной регрессии, использованный рядом других исследователей

(Davidson et al., 1990; Dunn and North, 1991; Lenski and Bouma, 1987), дает заниженную

оценку для селективного коэффициента и завышенную для вероятности потери плазмиды.

Это связано с неучитыванием смены времени генерации в хемостате при замещении плаз-

мидного штамма на бесплазмидный вариант (как обсуждалось выше). Однако для малых

�  метод 1 дает достаточно близкое с истинному значение.
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� �� � �� �� �� �� ��
���	��������������������������������������������������������������������������������������������������������������������������������������������������������������������������

������ ������ ������ �������

Табл. 4.1.1. Оценка параметров плазмиднесущего штамма для двух наборов данных,
генерированных из численного решения основной математической модели (4.1.1). Па-
раметры, использованные для генерации данных, аналогичны приведенным в подписи к
рисунку (4.1.2): ��

�

��

��  -  и �

�
��

�

�� , для ��

�

��

��  - ,  и
�

�
��

�

��  (остальные параметры см. рис. 4.1.2). Описание методов дано в основном тексте.

Нелинейный метод 2, использующий точное решение модели (4.1.1) при ,

обеспечивает наиболее точную оценку как для селективного коэффициента, так и для ве-

роятности потери плазмиды (табл. 4.1.1), как по средним значениям, так и стандартным

отклонениям.

Оценка параметров методами 3 и 3а, использующими только часть эксперименталь-

ных данных (начальные 5 и конечные 4 точки) также дает достаточно близкие значения

при . Однако, этот результат не следует переоценивать, так как основная про-

блема таких методов (так и для методов, разработанных в (Cooper et al., 1987)) заключа-

ется, в том, что число точек, используемых для регрессии должно быть определено экс-

периментатором, и соответственно, предстрастно. Более того, такие методы обычно об-

ладают большой погрешностью в определении параметров в сравнении с нелинейными

методами, использующих все экспериментальные точки (см. далее).

Случай ��

�

��

��  или . Этот случай демонстрирует несостоятельность

большинства методов обеспечить достаточно точные оценки для селективного коэффи-

циента и вероятности потери плазмиды при делении (см. Табл. 4.1.1). Простейшее объ-

яснение этому феномену является то, что методы 1 и 2 получены в приближении

, которое не верно для генерированных данных. Интересно отметить, что метод

2 дает оценку селективного коэффициента, которая приблизительно является средней ме-

жду известными �

�  и �

� . Единственный метод, с помощью которого наиболее точные

оценки параметров �

� , �

�  и 
�

�  были получены, оказался метод 3; однако полученные

значения были чувствительны к числу точек, использованных для регрессии (включено в

стандартное отклонение).

Заключение. Мы считаем, что эти результаты показывают, что оценка параметров
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плазмидсодержащих штаммов, растущих в хемостате при контролируемых (по сравнению,

например, с периодикой) условиях, является не такой уж простой задачей, как считалось

ранее (Boe and Rasmussen, 1996). Во-первых, a priori не известно зависит ли селективный

коэффициент от концентрации субстрата или нет (зависимость �  от скорости потока сре-

ды в хемостате была определена для ряда плазмидных штаммов, (Caulcott et al., 1985;

Duetz and van Andel, 1991; Godwin and Slater, 1979)). И во-вторых, применение методов,

использующих только частичные данные, часто также является переменной и может зна-

чительно изменить результирующие оценки. Наша рекомендация тем не менее заключает-

ся в начальном применении метода 3 (регрессия начальных и конечных точек), дающего

оценку на �

� , �

�  и 
�

� , а затем, если селективный коэффициент статистически одинаков в

начале и конце культивирования, более точная оценка может быть получена с использова-

нием метода 2. Отметим также, что для точной оценки методом 3 число точек в начале

(при ) и в конце (при ) культивирования должно быть значительным,

иначе стандартная ошибка в оцененных значениях является большой (см. далее).

Применение методов оценки параметров к экспериментальным данным. Генно-

инженерные штаммы микроорганизмов, содержащие рекомбинантные плазмиды, часто

оказываются нестабильными при длительном культивировании в непрерывной культуре

(Боронин и др. 1985; Печуркин и др., 1990; Попова и др., 1992; Wouters & van Andel,

1979). В большинстве случаев, изменение условий культивирования, как например удель-

ной скорости разбавления среды в хемостате D, температуры, лимитирующего рост фак-

тора и т.п., существенно влияет на длительность поддержания плазмидсодержащих клеток

как в хемостате, так и в турбидостате (Попова и др., 1992; Грицюк и др., 1999; Duetz & van

Andel, 1991; Duetz et al., 1991; Wouters et al., 1980, более подробно см. Печуркин и др.,

1990). Например, еще с 80-х годов известен парадоксальный эффект, что при низких ско-

ростях протока среды в хемостате плазмидные штаммы поддерживаются в культуре всего

несколько генераций, тогда как при высоких скоростях протоках даже после нескольких

десятков генераций бесплазмидные клетки не наблюдаемы в популяции бактерий

(Brownlie et al., 1990; Kleinman et al., 1986; Noack et al., 1981; Wouters et al., 1980). Причи-

ны такого значительного изменения в стабильности плазмид не были определены - это

может быть вызвано изменением разницы в скоростях роста плазмидных и бесплазмид-

ных клеток (селективный коэффициент), изменением в вероятности образования бесплаз-

мидной клетки или обоих параметров. Здесь количественные методы математического

моделирования могут быть применены к анализу экспериментальных данных (Caulcott,
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1984; Caulcott et al., 1985; Cooper et al., 1987; Duetz and van Andel, 1991; Dunn et al., 1995;

Godwin and Slater, 1979; Lenski and Bouma, 1987), где простейшая оценка параметров мо-

жет показать, какой из параметров изменился при изменении внешних условий и следова-

тельно, ответить на вопрос: почему это происходит (по крайней мере в первом приближе-

нии). В частности, в ряде экспериментов было обнаружено, что нестабильность некоторых

рекомбинантных (pWW0) и природных (TP120) плазмид обусловлена снижением скоро-

сти роста плазмидсодержащих клеток при низких скоростях протока среды в хемостате

(Duetz and van Andel, 1991; Godwin and Slater, 1979). Связь между условиями культивиро-

вания и вероятностью потери плазмид при делении в одних случаях не была обнаружена

(Dunn et al., 1995), тогда как в других была предложена негативная корреляция между ве-

роятностью потери плазмиды и скоростью роста популяции (Impoolsup et al., 1989). Одна-

ко, не очевидно, что i) эти выводы могут быть применены для любых плазмид и ii) выво-

ды являются корректными, так как методы, использованные для оценки параметров (на-

пример в (Impoolsup et al., 1989)), обладают рядом недостатков, подробно обсужденных

выше. Таким образом, для более качественного анализа мы применили разработанные в

данной работе методы оценки параметров плазмидсодержащих штаммов микроорганиз-

мов для двух опубликованных наборов данных.

Культивирование плазмидсодержащего рекомбинантного штамма на разных суб-

стратах. Первый пример, который мы рассмотрим, основан на эксперименте, прове-

денном в лаборатории УБГ при Институте Биофизики СО РАН (Попова и др., 1992), ос-

новные данные из которого изображены на рис. 4.1.5.

Эксперимент был проведен в достаточно стандартных условиях. Ночная инокулятная

культура, выросшая в периодической среде с антибиотиком, помещалась в хемостат, уста-

новленным на фиксированную удельную скорость разбавления D=0.1 час-1 (равной удель-

ной скорости роста популяции микроорганизмов в стационарном состоянии) со средой

лимитированной по источнику углерода и энергии (глицерин или глюкоза). Нестабильный

рекомбинантный штамм E. coli Z905 (изогенный бесплазмидный штамм E.coli K-12), со-

держал плазмиду pPHL-7, в составе которой находились клонированные под контролем

lac-промотора в векторе pUC18 гены люминесцентной системы морских светящихся бак-

терий P. leiognathi (Илларионов и Протопопова, 1986).

Так как лактозный промотор является катаболичувствительным (Neidhardt and Curtiss,

1996), тип лимитирующего рост субстрата - глицерин или глюкоза - изменял эф-

фективность экспрессии клонированных lux-генов, что (теоретически) должно приводить
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к разной скорости элиминации плазмидсодержащих клеток. Действительно, как видно из

экспериментальных данных, приведенных на рис. 4.1.5, длительность поддержания плаз-

мидных клеток на среде с глюкозой (в генерациях) значительно выше, чем на среде с гли-

церином. Это связано с тем, что при выращивании на среде с глюкозой наблюдается ката-

болитная репрессия люминесцентного оперона, которая снимается при культивировании

на среде с глицерином (Попова и др., 1992).

Рис. 4.1.5. Длительность поддержания рекомбинантного штамма E.coli Z905, содер-
жащего плазмиду pPHL-7 при культивировании на различных субстратах. 1- при куль-
тивировании на глицерине (как источнике углерода и энергии), 2 - то же на глюкозе. Точ-
ки - экспериментальные данные из (Попова и др., 1992), непрерывные линии - численное
решение модели (4.1.1) с параметрами ����  час-1, ���

�
�
 , , ����

�
��  (на

глицерине), ����
�

��  (на глюкозе),  (на глюкозе),  (на глице-
рине).

С помощью разработанных методов (приближение квази-стационарности, выр.

(4.1.9)-(4.1.11) и приближение постоянного селективного коэффициента, выр. (4.1.19)), а

также метода нелинейной регрессии (4.1.16) мы оценили параметры рекомбинантного

штамма при этих условиях культивирования (см. рис. 4.1.5 и табл. 4.1.2). Во-первых, мы

нашли, что хотя и наблюдается значительный разброс в оцененных значениях в зависи-

мости от примененного метода, общий тренд очевиден: стоимость плазмиды при куль-

тивировании на среде с глицерином ( ) оказывается значительно выше,

чем при культивировании на среде с глюкозой ( ). Отметим, что такие вы-

сокие значения селективного коэффициента обычно не наблюдаются для природных или

2

1
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векторных плазмид (Boe, 1996; Boe and Rasmussen, 1996), что уже само говорит о том, что

экспрессия генов, клонированных в плазмиде (в данном случае это lux-оперон), является

важным (если не основным) фактором, определяющим стоимость плазмид для клеток-

хозяев в данных условиях культивирования.

� �� � �� �� �� ��� � � �
 !"#�$��
������
�����������������������������������������������������������������
 !%&�'%(�
������
���������������������������������������������������������������
� � � �
)��*�������������������������������������������������������������������
)��*��������������������������������������������������������������������

������ ������ ������

Табл. 4.1.2. Оценка параметров плазмиднесущего штамма при культивировании в хе-
мостате: 1 – с разными сахарами как источниками углерода и энергии (из Попова и др.,
1992), 2 – при различных скоростях протока среды D (Wouters et al., 1980). Методы: 1 –
нелинейная регрессия в соответствии с выражением (4.1.16), 2 – нелинейная регрессия в
соответствии с выражением (4.1.19), 3 – частичная регрессия начальных и конечных точек
(данных) в соответствии с выражениями (4.1.9) и (4.1.11). * - разница статистически не-
достоверна (P>0.05), • - разница статистически достоверна (P<0.05).

Отметим также, что метод 1 (Davidson et al., 1990) дает значительно заниженную

оценку на селективный коэффициент при культивировании на глицерине (которая явля-

ется минимальной), так как не учитывает смену времени генерации в хемостате. С другой

стороны, метод 3, хотя и привел к похожим средним значениям, обладает большей по-

грешностью, чем все остальные методы, а, следовательно, в данном случае, не является

наиболее точным. Например, из оценок для �

�  и �

�  видно, что селективный коэффи-

циент меняется при замещении плазмидсодержащего штамма на бесплазмидный вариант

(наиболее очевидно это при культивировании на глюкозе), однако разница не является

статистически достоверной (см. табл. 4.1.2). Также отметим, что значения �

�  и по-

лученные методом 2 достаточно близки при культивировании на глицерине, хотя значи-

тельное различие в оценках для 
�

�  очевидно. Таким образом, нуль гипотеза, что

, не подтверждается данными ( �

�  и �

�  статистически неразличимы), а, сле-

довательно, метод 2 может быть использован для оценки вероятности потери плазмид при

делении плазмидсодержащих клеток.

Оценка вероятности появления бесплазмидной клетки 
�

�  также оказалась зависимой
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от субстрата, используемого при культивировании: на глюкозе вероятность потери плаз-

миды была на порядок выше ( �

�

�����

�

�� ), чем при культивировании на глицерине

( ). Такой же тренд прослеживается при оценке 
�

�  методом 1 (см. табл. 4.1.2,

разница в оценках для разных субстратов методами 1 и 3 статистически не достоверна).

Этот результат в некотором смысле интересен, так как мы ожидали увеличение скорости

потери плазмид при делении при эффективной экспрессии плазмидных генов, что может

быть связано с конкуренцией РНК и ДНК полимераз при транскрипции и репликации

плазмидной ДНК (оценки, полученные методом 3, подтверждают увеличение сегрегаци-

онной нестабильности при высоком уровне экспрессии плазмидных генов, хотя разница в

полученных значениях статистически недостоверна, см. табл. 4.1.2). Однако, наши резуль-

таты демонстрируют, что если этот процесс и происходит, он или незначителен, или мас-

кируем каким-нибудь альтернативным процессом, ведущим к снижению вероятности об-

разования бесплазмидных клеток. К настоящему времени мы не можем предложить адек-

ватного объяснения этого результата. Возможно, что при высоких селективных коэффи-

циентах точная оценка вероятности потери плазмиды не может быть получена, так как

даже небольшая начальная фракция бесплазмидных клеток, генерированная в начале

культивирования, может значительно изменить последующую динамику (не показано и

(Duetz and van Andel, 1991; Duetz et al., 1991)).

Суммируя, мы обнаружили, что эффективная экспрессия клонированных в плазмиде

генов влияет на стабильность плазмидсодержащих штаммов. В экспериментах Поповой с

соавт. (1992) это в основном связано с увеличением селективного коэффициента при эф-

фективной экспрессии клонированных в плазмиде генов. К сожалению, мы не смогли

найти зависимость параметров 
�

�  и �  от эффективности экспрессии, так как уровень экс-

прессии не был опубликован. Однако в экспериментах, описанных в следующей части

(часть 4.2), мы обнаружили, что селективный коэффициент штамма E.coli MG1655, со-

держащего плазмиду pGLO, был прямо пропорционален экспрессии гена gfp (зеленый

флуоресцирующий протеин), клонированного в плазмиде.

Культивирование плазмидсодержащего штамма при разных протоках среды в хемо-

стате. Второй пример, который мы рассмотрим, основан на классическом эксперименте,

проведенном в Воутерсом с соавт. (Wouters et al., 1980), в котором авторы исследовали

длительность поддержания рекомбинантного штамма E. coli PC 221 (вариант штамма E.

coli K-12), содержащего плазмиду pBR322, при разных удельных скоростях разбавления
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среды в хемостате при лимитировании по фосфору (источнику энергии). Основные дан-

ные из этой работы суммированы на рис. 4.1.6.

Рис. 4.1.6. Длительность поддержания рекомбинантного штамма E.coli К-12, содер-
жащего плазмиду pBR322 при культивировании в хемостате при разных скоростях про-
тока среды. Точки - экспериментальные данные из (Wouters et al., 1980), непрерывные ли-
нии - численное решение модели (4.1.1). 1- ����  час-1, 2- ����  час-1. Параметры:

����
�

�� , ����
�

�� , ,  (см. табл. 4.1.2).

Аналогично предыдущему примеру, различные методы, примененные для оценки па-

раметров плазмиднесущего штамма, дали приблизительно одинаковый тренд для за-

висимости селективного преимущества бесплазмидных клеток от скорости протока среды

в хемостате (табл. 4.1.2). Мы обнаружили, что при низких скоростях протока (  час-

1) селективный коэффициент составил примерно , тогда как при высоких

(  час-1)  и не зависел от используемого метода (разница в оценен-

ных значениях статистически значима для всех 3 методов). Таким образом, снижение ста-

бильности плазмидсодержащих штаммов микроорганизмов может быть в частности объ-

яснено увеличением стоимости плазмиды при низких скоростях протока среды в хемоста-

те. Подобный вывод был также получены в нескольких предыдущих работах (Брильков и

др., 1990; Duetz & van Andel, 1991; Duetz et al., 1991; Dunn et al., 1995).

Увеличение селективного коэффициента может быть связано 1) со снятием репрессии

с энергозависимых промоторов при низком энергетическом состоянии клеток-хозяев

(Lendenmann et al., 2000; Neidhardt and Curtiss, 1996), приводящему к повышению эффек-

1

2
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тивности экспрессии плазмидных генов/плазмиду (часто клонированных под энергоза-

висимыми промоторами), которая в свою очередь ведет к снижению стабильности плаз-

мидсодержащего штамма (при этом полное число копий плазмиды/хромосому не меня-

ется); 2) с увеличение средней копийности плазмиды/хромосому при низких скоростях

роста, что при конститутивной экспрессии клонированных в плазмиде генов приводит к

повышению метаболической нагрузки на клетку-хозяина, а, следовательно, к более бы-

строй элиминации плазмидсодержащего штамма при низких скоростях протока среды в

хемостате. В рассмотренном нами примере, неустойчивость плазмиды pBR322 связана в

основном с экспрессией генов, кодирующих устойчивость к тетрациклину (Lee and Edlin,

1985; Vernet et al., 1985), что наблюдается также для некоторых других плазмид (Godwin

and Slater, 1979; Noack et al., 1981). Экспрессия тет-оперона обычно конститутивна (Hillen

and Berens, 1994), хотя в ряде случаев наблюдался и индуцибельный характер экспрессии

(Hillen and Berens, 1994; Lenski et al., 1994b; Nguyen et al., 1989). Следовательно, увеличе-

ние стоимости плазмиды pBR322 при низких скоростях роста среды в хемостате скорее

всего связано с увеличением относительной копийности плазмиды в клетках микроорга-

низмов.

Оценка вероятности образования бесплазмидной клетки  различными методами

привела к разным результатам, хотя тренд при использовании конкретного метода оче-

виден (табл. 4.1.2). Методы 1 и 2 предсказывают увеличение сегрегационной стабильно-

сти при низких удельных скоростях роста популяции, хотя, например, различие в оце-

ненных значениях для разных D методом 1 статистически не достоверно (см. табл. 4.1.2).

Снижение вероятности потери плазмиды при низких скоростях роста плазмидной попу-

ляции в некотором смысле неожиданно, хотя и было наблюдаемо для некоторых систем

(Impoolsup et al., 1989).

Наиболее возможным кандидатом для объяснения этого феномена является влияние

времени генерации плазмидсодержащей популяции микроорганизмов на среднюю ко-

пийность плазмид и на дисперсию среднего числа копий в популяции бактерий (Ганусов и

др., 2001; Keasling and Palsson, 1989; Paulsson et al., 1998). Как было показано теорети-

чески (см. выше) и экспериментально (Keasling and Palsson, 1989; Lin-Chao and Bremer,

1986), средняя копийность в популяции микроорганизмов (на единицу опт. плотн.) прямо

пропорциональна времени генерации плазмидсодержащих клеток, а следовательно при

низких скоростях роста средняя копийность являться высокой (обратное также верно).

Однако, учитывая изменение среднего объема клеток микроорганизмов при низких скоро-
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стях роста популяции микроорганизмов (Churchward et al., 1982; Donachie, 1968), которое

может также привести и к снижению средней копийности (Lin-Chao and Bremer, 1986), мы

можем ожидать увеличение скорости потери плазмиды при низких протоках среды в хе-

мостате, что, однако, противоречит нашим оценкам (Табл. 4.1.2). Возможно, что высоких

скоростях роста плазмиды не успевают дореплицироваться до двойного числа (при недос-

таточно эффективном контроле копийности), и это, соответственно, приводит к образова-

нию фракции плазмидных клеток с малой копийностью плазмиды (возрастает дисперсия

распределения). Таким образом, снижение сегрегационной стабильности при высоких

скоростях роста плазмиднесущей популяции скорее всего связано с уменьшением числа

сегрегирующих единиц (плазмид либо мультимеров) в отдельных клетках, которое в свою

очередь определяется точностью контроля копийности, который менее эффективен при

высоких скоростях роста популяции микроорганизмов (Paulsson and Ehrenberg, 1998;

Summers, 1996).

Заметим, что уменьшение 
�

�  при низких скоростях протока среды в хемостате не бы-

ло обнаружено в предыдущих работах (Duetz et al., 1991; Dunn et al., 1995), одной из при-

чин которого возможно является использование некорректного метода (метод 1).

Таким образом, с помощью разработанных методов оценки параметров плазмидсо-

держащих штаммов микроорганизмов, культивироваемых в хемостате, мы показали, что

популяционная неустойчивость рекомбинантных штаммов микроорганизмов при низких

удельных скоростях разбавления среды в хемостате связана в основном с увеличением се-

лективного преимущества бесплазмидных клеток, что не компенсируется возрастанием

сегрегационной стабильности при низких D.
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4.2. Экспериментальный и теоретический анализ связи экспрессии плазмидных генов и

давления отбора, направленного против плазмидсодержащих клеток

В двух примерах, проанализированных в предыдущей части, мы обнаружили, что час-

то условия культивирования определяют длительность поддержания (а, следовательно, и

стабильность) рекомбинантных штаммов микроорганизмов. Более того, применение пред-

ложенных методов оценки плазмидных параметров помогло нам определить, какой из

этих параметров ответственен за наблюдаемое изменение в стабильности плазмидсодер-

жащих клеток.

Однако с другой стороны, знание “наиболее существенного” параметра не отвечает на

вопрос: чем изменение этого параметра (например, селективного коэффициента) обу-

словлено? Наша рабочая гипотеза предполагает, что в большинстве случаев изменение

эффективности экспрессии клонированных в плазмиде генов ответственно за изменение

параметров селективного коэффициента α и вероятности потери плазмид 
�

�  при изме-

нение условий культивирования. Действительно, данные Поповой с соавт. (Попова и др.,

1992) поддерживают эту гипотезу, так как экспрессия люминесцентного оперона является

высокой на глицерине (большие � ) и малой на глюкозе (невысокие � ).

В этой части мы теоретически и экспериментально покажем, как экспрессия плаз-

мидных генов, клонированных под катаболитчувствительными промоторами, влияет на

удельную скорость роста популяции плазмидсодержащего штамма �

� , а также экспери-

ментально оценим как эффективность экспрессии генов , клонированных в плазмиде,

связана со стоимостью плазмиды � .

Связь экспрессии плазмидных генов и скорости роста плазмидсодержащих кле-

ток. Известно, что как природные, так и рекомбинантные плазмиды обычно содержат не-

сколько различных генов, находящихся под контролем разного типа промоторов, обла-

дающих констуитивным либо индуцибельным характером (Бейли и Оллис, 1989; Atlung et

al., 1999). В подавляющем числе случаев клонирование генов в рекомбинантных плазми-

дах осуществляется под контролем промоторов, регуляция которых достаточно хорошо

изучена, как, например, lac-, trp-, sos- промоторы (Бейли и Оллис, 1989). Также известно,

что многие бактериальные промоторы (как, например, lac, lux и др.) подвержены катабо-

литной репрессии, особенно промоторы регуляции синтеза катаболизма сахаров, отлич-

ных от глюкозы (Бейли и Оллис, 1989; Дебабов и Лифшиц, 1988; Egli et al., 1993;
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Lendenmann & Egli, 1995; Lendenmann et al., 1996; Marr, 1991). Катаболитная репрессия

обычно действует через снижение внутриклеточной концентрации комплекса cAMP-CAP,

в обычных условиях увеличивающего эффективность экспрессии бактериальных генов,

находящихся под контролем, например, lac- промотора (Дебабов и Лифшиц, 1988;

Neidhardt and Curtiss, 1996). Так как концентрация АTP внутри клетки, определяемая кон-

центрацией лимитирующего рост субстрата (при лимитировании по энергии), обратно

пропорциональна концентрации cAMP (Дебабов и Лифшиц, 1988; Neidhardt and Curtiss,

1996), удельная скорость разбавления среды в хемостате может являться важной компо-

нентой, задающей уровень экспрессии плазмидных генов. Мы, следовательно, основыва-

ясь на таком механизме регуляции экспрессии плазмидных генов, найдем связь между

скоростью роста популяции плазмидсодержащих бактерий �

�  и эффективностью экс-

прессии клонированных в плазмиде генов .

Пусть в клетке находится i копий плазмиды и, следовательно, i копий клонированного

гена. Очевидно, что вероятность присоединения RNA- полимеразы к промотору клониро-

ванного гена (число промоторов = числу клонированных генов) на определенной плазми-

де пропорциональна внутриклеточной концентрации регулятора А (под “регулятором” мы

подразумеваем комплекс cAMP-CAP), “сцепленного” с промотором, или ��� � . Считая,

что после присоединения RNA- полимеразы к промотору происходит образование полно-

ценного транскрипта клонированного гена (который впоследствии будет протранслирован

и, следовательно, экспрессирован), мы находим, что эффективность экспрессии пропор-

циональна вероятности считывания p, что в более общем случае приобретает вид (предпо-

лагая михаэлисо-ментеновскую зависимость):

. (4.2.1)

Полная экспрессия клетки с i копиями плазмиды находится из выражения (см. рис.

4.2.1):

. (4.2.2)
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Рис. 4.2.1. Зависимость эффективности экспрессии клонированных генов ε от числа
копий плазмиды в клетке при разных значениях регулятора А (А1< A2< A3).

Следующий шагом нам необходимо найти связь между концентрацией регулятора А

cAMP-CAP и концентрацией субстрата в среде (точнее концентрацией ATP). cAMP обра-

зуется из ATP посредством фермента аденилатциклазы (Дебабов и Лифшиц, 1988

(Neidhardt and Curtiss, 1996), активность которого обратно пропорциональна концентра-

ции ATP (Wong et al., 1997):

. (4.2.3)

Подробный анализ показывает, что при ряде упрощающих предположений, концен-

трация cAMP зависит от концентрации субстрата в клетке (среде) следующим образом:

, (4.2.4)

где 
�

�  - некоторая обобщенная константа, связанная со стехиометрией процесса (4.2.3), и

n - пропорционально числу связывающих (ингибирующих) центров аденинциклазы.

Тогда эффективность экспрессии катаболитзависимых генов как функция концен-

трации субстрата и количества плазмид принимает вид:
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, (4.2.5)

где ,  и .

Пусть удельная скорость роста популяции микроорганизмов зависит от концентрации

субстрата в среде по формуле Моно (Monod, 1949). Тогда учет влияния экспрессии реком-

бинантных генов приводит к дополнительному члену, связанному с тратами на поддержа-

ние плазмид, не связанных с ростом микроорганизмов (Pirt, 1975):

. (4.2.6)

Подставляя явный вид экспрессии (4.2.5) в выражение (4.2.6) мы получаем обоб-

щенную зависимость удельной скорости роста популяции микроорганизмов, содержащей

рекомбинантные экспрессируемые плазмиды, как функция количества копий плазмиды и

концентрации субстрата в среде (см. рис. 4.2.2):

� 	

� 	

� 	 � 	

�

�

���

�����

���

��

���

�

�

��

�

�

�� 
, (4.2.7)

где .

Два наблюдения мы хотели бы подчеркнуть. Во-первых, из рисунка 4.2.2 видно, что

для штаммов микроорганизмов, содержащих активно функционирующие рекомбинантные

плазмиды с , существуют критические концентрации субстрата, отличные от нуле-

вых, при которых рост бактерий прекращается и селективное преимущество бес-

плазмидных клеток �  максимально, т.е. равно единице. Для простейшего случая ���  эта

концентрация субстрата находится из выражения:

. (4.2.8)

Во-вторых, в отличие от предположения Пирта (Pirt, 1975), мы обнаружили, что за-

траты не поддержания плазмид не являются постоянной функцией (у Пирта ), а
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зависят от концентрации субстрата (или, что является более общим, от скорости роста по-

пуляции микроорганизмов). Однако необходимо отметить, что даже при постоянных за-

тратах на поддержание плазмид, определенных в уравнении (4.2.6) при , се-

лективный коэффициент увеличивается при низких удельных скоростях разбавления сре-

ды в хемостате (не показано).

Рис. 4.2.2. Зависимость удельной скорости роста популяции микроорганизмов µ от
концентрации субстрата в хемостате (рассчитано по формуле 4.2.7). ��� , �

�� 
�� . Не-

прерывная кривая - ����  и  (бесплазмидный вариант), штрихованная - ���  и
����  (плазмидсодержащий вариант).

Таким образом, повышение эффективности экспрессии катаболитчувствительных

плазмидных генов (Lendenmann et al., 1996) может объяснить драматическое возрастание

селективного коэффициента при низких скоростях протока среды в хемостате (что экви-

валентно стационарной концентрации субстрата, т.к. 


!







�

�

�� 

�

�

). Этот результат впер-

вые получен и объяснен теоретически, хотя экспериментальная зависимость скорости рос-

та популяции плазмидсодержащего штамма от скорости протока среды в хемостате (кон-

центрации субстрата), изображенная на рис. 4.2.2, могла бы быть получена при обработке

некоторых экспериментальных данных (Aiba et al., 1982; Duetz and van Andel, 1991;

Godwin and Slater, 1979; Imanaka et al., 1980).

Отметим интересное наблюдение, обнаруженное нами при анализе эксперименталь-

ных данных, опубликованных в (Duetz and van Andel, 1991; Godwin and Slater, 1979). В

обеих работах авторы оценили стоимость плазмиды �  при разных удельных скоростях

разбавления среды в хемостате (в сегрегационных и конкурентных экспериментах). Со-
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гласно выражению (4.2.6) при постоянной полной экспрессии плазмидных генов

, селективное преимущество бесплазмидных клеток выражается тогда

согласно выражению:

, (4.2.9)

где скорость роста бесплазмидной популяции может быть аппроксимирована как �

�

� .

Тогда, если зависимость селективного коэффициента от 1/D представляет прямую линию,

мы можем утверждать, что траты на поддержание плазмид не зависят от скорости роста

плазмидной популяции.

Рис. 4.2.3. Зависимость селективного коэффициента �  от скорости разбавления среды
в хемостате D (обработано из (Duetz and van Andel, 1991; Godwin and Slater, 1979)). Траты
на поддержание плазмид составили 0.11 час-1 для плазмиды TP120 и 0.04 час-1 для плаз-
миды pWW0. Отметим, что пересечение регрессионных кривых с осью абсцисс статисти-
чески неотличимо от нуля.

Интересно заметить, что независимость m от метаболического состояния клеток в хе-

мостате действительно было обнаружено при культивировании плазмиды pWW0 (при ли-

митировании роста сукцинатом) и TP120 (при лимитировании роста глюкозой), что изо-

бражено на рис. 4.2.3. Подобная постоянность трат на поддержания демонстрирует удиви-

тельную координированность экспрессии некоторых плазмид, в которых эффективность
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удельной экспрессии и копийность плазмиды скомпенсированы при разных скоростях

роста плазмиднесущей популяции. Необходимо однако подчеркнуть, что показанная по-

стоянность m не является универсальным признаком рекомбинантных плазмид и вообще

говоря зависит от условий культивирования (т.е. типа лимитирования, уровня экспрессии

плазмидных генов и т.п.). Например, селективный коэффициент зависел нелинейно от об-

ратной величины скорости разбавления среды в хемостате для штамма с плазмидой TP120

при лимитировании по фосфору или для штамма P. putida, содержащего плазмиду pWW0,

культивировании в присутствии неметаболизируемого индуктора (не показано, (Duetz et

al., 1996; Godwin and Slater, 1979)).

В случае, когда экспрессия плазмидных генов (траты на поддержание) не являются

постоянными, , мы заметим, что стационарная концентрация субстрата в хемо-

стате определяет как уровень экспрессии плазмидных генов, так и скорость роста плаз-

мидсодержащих клеток; тогда исключая концентрацию субстрата σ из выражений (4.2.5)

и (4.2.7), мы находим фундаментальную cвязь экспрессии плазмидных генов и удельной

скорости роста популяции плазмидсодержащих микроорганизмов (или, другими словами,

метаболического состояния бактерий, см. Дебабов и Лифшиц, 1988):

, (4.2.10)

где 
�� 

"  и 
�� 

�  - максимальный уровень экспрессии клонированных генов и максимальная

скорость роста популяции микроорганизмов, α и n определены выше, .

Выражение (4.2.10) утверждает, что эффективность экспрессии плазмидных генов,

находящихся под контролем катаболитчувствительных промоторов определяется в пер-

вую очередь метаболическим состоянием бактериальной клетки (скоростью роста), а не

концентрацией лимитирующего рост фактора. Как следствие, формула (4.2.10) предска-

зывает, что при скоростях роста популяции, близких к максимальным, экспрессия генов,

клонированных на плазмиде, является бесконечно малой, тогда как недостаток энерге-

тического субстрата (напомним, что мы рассматриваем лимитирование по энергии) при-

водит к снятию репрессии с клонированных генов, к “открыванию” катаболитчувстви-

тельных промоторов, и соответственно, к многократному усилению эффективности экс-

прессии плазмидных генов (Neidhardt and Curtiss, 1996). Заметим, что так как в выражение
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(4.2.10) не входят явным образом параметры внешних условий (как, например, кон-

центрация лимитирующего рост субстрата, температура, pH и т.п.), это оказывается не-

важным какой способ применяется для изменения удельной скорости роста популяции

плазмидсодержащих бактерий - удельная скорость разбавления среды в хемостате D или

температура в pH-стате. Верность этого утверждения продемонстрирована на рис. 4.2.4.

Рис. 4.2.4. Связь экспрессии клонированных в плазмиде генов  и удельной скорости
роста популяции плазмидсодержащего штамма � . Верхний график - культивирование ре-
комбинантного штамма E. coli Z905 с плазмидой pPHL-7 в pH-стате при разных темпера-
турах (обработано из (Грицюк и др., 1999)),  и ���#��� . Нижний график - куль-
тивирование рекомбинантного штамма P. putida mt-2 с плазмидой pWW0 при разных ско-
ростях разбавления среды в хемостате (обработано из (Duetz et al., 1996)), ������  и

. Точки – экспериментальные данные, непрерывные кривые – теория (выражение
(4.2.10)).
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Нелинейная связь между скоростью роста плазмиднесущей популяции и эффектив-

ностью экспрессии плазмидных генов была впоследствии подтверждена в экспериментах

по культивированию штамма Escherichia coli Z905, содержащего рекомбинантную плаз-

миду pPHL-7, в составе которой находились клонированные под lac-промотором в векторе

pUC18 гены люминесцентной системы морских светящихся бактерий Photobacterium

leiognathi в pH-стате (Грицюк и др., 1999; Брильков и др., 2001).

Так как рост бактерий в pH-стате (аналоге турбидостата; Печуркин, 1978; Печуркин и

др., 1990) является нелимитируемым, авторы использовали изменение температурного

режима культивирования (150С до 320С) для моделирования отклонений удельной ско-

рости роста микробной популяции от максимально возможной 
�� 

� , достигаемой, оче-

видно, для E. coli К-12 при 370С.

Нелинейная зависимость экспрессии люминесцентных генов от метаболического со-

стояния клеток, задаваемое температурой культивирования, достаточно точно описыва-

ется предсказываемым выражением (4.2.10), что и изображено на рис. 4.2.4 непрерывной

линией. Аналогичный результат (что впрочем немного удивительно) был также получен

при культивировании штамма P. putida mt-2, содержащего рекомбинантную плазмиду

pWW0, при разных скоростях разбавления среды в хемостате (Duetz et al., 1996) (см. рис.

4.2.4).

Плазмида pWW0, использованная в этом эксперименте, кодировала два основных

фермента (BADH и C230), обеспечивающих метаболическую переработку тяжелых уг-

леводородов, например, таких как тоулин и m- и p- кселин (TOL pathway). В работе (Duetz

et al., 1996) авторы рассматривали влияние типа лимитирования и скорости роста плаз-

мидсодержащей популяции на эффективность экспрессии прямого (BADH) и аль-

тернативного пути (C230) переработки углеводородов в присутствии насыщающих кон-

центраций неметаболизируемого индуктора o- кселина. Они обнаружили, что при лими-

тировании роста бактерий по источнику углерода и энергии (сукцинат) активность фер-

мента C230 (как впрочем и BADH, что не показано здесь) была обратно пропорциональна

удельной скорости разбавления среды в хемостате D или, что тоже самое, мета-

болическому состоянию клеточного аппарата. Этот результат (вместе с предсказываемым

теоретически) продемонстрирован на рис. 4.2.4 (нижний график).

К сожалению, сравнение экспериментальных данных (Duetz et al., 1996) и (Грицюк и

др., 1999) по оцененными параметрам α и n не представляется легкой задачей, как это бы-
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ло проведено для 
�

�  и �  (селективный коэффициент) в предыдущей части. И хотя пара-

метры α и n (заметим, что эти параметры также являются безразмерными) имеют некото-

рую биологическую основу, которую мы обнаружили при подробном выводе выражения

(4.2.5), мы все же будем рассматривать эти параметры как некоторые феноменологические

константы. Однако одно наблюдение все может быть сделано. Замечая, что так как ,

из оценки  для плазмиды pWW0 и �$�#���  для pPHL-7 мы находим, что сред-

няя копийность плазмиды pWW0 должна быть гораздо меньше, чем pPHL-7. Это наблю-

дение действительно подтверждается экспериментальными данными, так как известно,

что плазмиды биодеградации в основном являются большими и малокопийными (Печур-

кин и др., 1990), тогда как pPHL-7 обычно имеет более 20 копий на клетку (Илларионов и

Протопопова, 1986). Таким образом, в этой части мы показали, что эффективная экспрес-

сия клонированных в плазмиде генов может значительным образом влиять на скорость

роста плазмидсодержащего штамма, более того, селективное преимущество �  бесплаз-

мидных клеток в хемостате зависит от скорости разбавления среды D (рис. 4.2.2 и рис.

4.2.3). Более того, мы обнаружили, что снижение скорости роста плазмидных клеток ниже

оптимальной (через изменение температуры или скорости протока среды в хемостате)

приводит к непропорционально высокой эффективности экспрессии плазмидных генов.

Существенным предположением при выражения (4.2.7) являлось то, что снижение

удельной скорости роста плазмидсодержащих клеток происходит пропорционально экс-

прессии клонированных в плазмиде генов, т.е. в соответствии с предложением Пирта о

тратах на поддержание (Pirt, 1975):  или, другими словами, селективный

коэффициент пропорционален эффективности экспрессии плазмидных генов

 (см. выр.(4.2.9)). Эта гипотеза была исследована при культивировании ре-

комбинантного штамма E. coli MG1655, содержащего плазмиду pGLO (gfp+, ampr) при по-

следовательных пассажах в периодической культуре. В результате наших экспериментов

мы обнаружили, что стоимость плазмиды �  действительно пропорциональна эф-

фективности экспрессии клонированных в плазмиде генов, влияющая таким образом на

стабильность поддержания плазмидсодержащих штаммов микроорганизмов при перио-

дическом (и возможно непрерывном) культивировании.

Влияние эффективности экспрессии клонированных в плазмиде генов на стоимость

плазмиды. Несмотря на большой набор данных о стабильности плазмиднесущих бактерий,

существующий в литературе, удивительно мало известно о количественной стороне во-
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проса как присутствие рекомбинантных плазмид влияет на скорость роста популяции

микроорганизмов, их содержащих. Как мы уже упоминали выше, первое понимание при-

шло из работы (Zund & Lebek, 1980), которая также получила продолжение в совсем не-

давней статье (Smith & Bidochka, 1998). Zund и Lebek обнаружили, что большие ( ����

т.п.о.) и многокопийные ( ���  копий на клетку) плазмиды часто снижают скорость роста

плазмидсодержащей популяции микроорганизмов, хотя и количественная связь предло-

жена не была. Позднее, Нгуен с соавт. при культивировании штамма E.coli K-12 в серии

последовательных периодических культур показали, что стоимость плазмиды pBT107 (се-

лективный коэффициент � ) была пропорциональна концентрации индуктора ангидротет-

рациклина, добавленного в среду и индуцирующего экспрессию тетрациклинового оперо-

на с транспозона Tn10 (Nguyen et al., 1989). Качественно подобный результат был найден

в работе (Lee and Edlin, 1985), где авторы манипулировали генетическим составом плаз-

миды и обнаружили, что экспрессия генов с тетрациклинового оперона ответственно за

кинетическую нестабильность плазмиды pBR322. Однако, существенный недостаток этих

работ заключается в том, что уровень экспрессии плазмидных генов не был измерян в хо-

де эксперимента. Это связано, в основном, с трудностью измерения экспрессии без нали-

чия хорошего маркера. Мы, с другой стороны, постарались ответить на этот вопрос, ис-

пользую плазмиду pGLO (Bio-rad, inc; http://www.bio-rad.com), в составе которой находят-

ся клонированный под контролем арабинозного промотора arаBAD ген, кодирующий

“зеленый флуоресцирующий протеин” (Green Fluorecent Protein или просто GFP).

GFP является достаточно распространенным маркером, используемым для детекти-

рования различного рода процессов: начиная от мечения ДНК и РНК (Jons and

Mettenleiter, 1997; Leff and Leff, 1996; Lobner-Olesen, 1999) и заканчивая визуализацией

конкретных белков (Chalfie et al., 1994; Li et al., 1998). GFP не требует никаких дополни-

тельных субстратов или регуляторов (для экспрессии люциферазы, например, необходим

синтез ауторегулятора (Илларионов и Протопопова, 1986)), единственной необходимой

для “созревания” фермента компонентой является кислород, что в большинстве случаев

имеется в избытке при культивировании микроорганизмов. GFP также является хорошо

изученным флуоресцентным белком как с кинетических, так и со структурных позиций

(Tsien, 1998; Wilson and Hastings, 1998). Облучение GFP ультрафиолетовым светом (обыч-

но 400-450 нм) приводит к свечению GFP зеленой области спектра с длиной волны

 нм (отсюда и название “зеленый”). Очевидно, что измеряемая флуорес-

ценция пропорциональна концентрации субстрата (т.е. GFP), что может служить инди-
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катором эффективности экспрессии гена gfp при его клонировании в плазмиде. В нашей

работе мы использовали GFP c очень большим временем полураспада, хотя ряд неста-

бильных белков был также получен (Andersen et al., 1998). И последним, но также очень

важным является факт того, что в нашей плазмиде GFP клонирован под контролем ara

промотора, уровень считывания, с которого очень четко определяется как концентрацией

индуктора (арабинозы либо неметаболизируемого аналога), так и концентрацией глюкозы,

так как этот промотор подвержен катаболитной репрессии (Guzman et al., 1995; Neidhardt

and Curtiss, 1996). Таким образом, измеряя экспрессию GFP при различных условия и од-

новременно оценивая селективный коэффициент, мы можем определить “стоимость” эф-

фективной экспрессии плазмидных генов для клетки - хозяина. Для измерения селектив-

ного преимущества бесплазмидных клеток �  в периодической культуре мы использовали

метод, описанный в ряде работ (Levin et al., 2000; Nguyen et al., 1989; Reynolds, 2000) и бо-

лее подробно исследован нами (Ganusov and Brilkov, 2001).

Кратко, 5 мкл изначально гомогенных культур плазмидсодержащего (выращен в при-

сутствии ампициллина, 200 мкг/мл) и бесплазмидного штамма E.coli K-12 MG1655 ( ,

, , (Reynolds, 2000)) пересаживались в свежую среду в равном отношении (1:1),

выращивались до стационарной фазы в течение суток (см. рис. 1.1.2). Затем 10 мкл куль-

туры, находящейся в стационарной фазе, пересаживалось в 5 мл новой (свежей) среды

(следовательно, разбавление �

���

�

�	� ), и бактерии опять выращивались до стационар-

ной фазы. Этот процесс повторялся (перенос в колбу со свежей идентичной средой), пока

концентрация плазмиднесущих клеток была детектируема (в отношении 1:200-400). От-

ношение плазмидных клеток к бесплазмидным (и полное число клеток в 1 мл) вычисля-

лось при высеве культуры на агар с арабинозой, где с помощью УФ лампы мы визуализи-

ровали светящиеся (а, следовательно, содержащие GFP) клетки (присутствие плазмиды

также проверялось при высеве на плотную среду, содержащую 50 мкг/мл ампициллина).

Значение экспрессии плазмидсодержащих клеток измерялось с помощью интегрального

флуориметра (Sequoia-Tuner Corporation), с объема 270 мкл культуры. Экспрессия GFP на

клетку (либо на единицу оптической плотности) пересчитывалась при учете числа плаз-

миднесущих клеток в популяции. Селективный коэффициент вычислялся согласно пред-

ложенному методу (4.1.9) с модификацией:

, (4.2.11)
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где также z - отношение числа бесплазмидных клеток к плазмидсодержащим, d - фактор

разбавления культуры (в нашем эксперименте �

���

�

�	� ), N - число последовательных

пассажей (Ganusov and Brilkov, 2001).

Таким образом, вычисляя тангенс угла наклона (в логарифмических координатах)

кривой z(N) и деля его на логарифм %&��  мы можем определить селективный коэффи-

циент штамма с определенным уровнем экспрессии плазмидных генов (на генерацию).

Стандартная минимальная среда Девиса (DM) с лимитированием по азоту была исполь-

зована для роста бактерий с добавлением 2 мкг/мл тиамина, 100 мкг/мл MgSO4 и 20

мкг/мл урацила (Reynolds, 2000). Сульфат азота ((NH4)2SO4) использовался в концентра-

ции 100 мкг/мл (норма - 1000 мкг/мл), сахар (лактоза) - 8 (или 6) мг/мл (норма 500

мкг/мл). Для индукции экспрессии GFP оперона мы использовали различные концен-

трации арабинозы - от минимального 200 мкг/мл до максимальных 6 мг/мл. Так как в ста-

ционарной фазе культура лимитировалась по азоту (проверено), и ввиду того, что бакте-

рии потребляют лактозу, как наиболее легко усвояемый сахар после глюкозы (Lendenmann

et al., 2000; Monod, 1949; Neidhardt and Curtiss, 1996), арабиноза даже в больших концен-

трациях не влияла на скорость роста бактерий, а выступала только в роли индуктора экс-

прессии GFP (проверено по скоростям роста с и без арабинозы в среде).

Так как минимальная концентрация индуктора в наших экспериментах (>1mM) была

гораздо больше полунасыщающих концентраций (~0.1 mM), мы предполагаем, что все

плазмидсодержащие клетки экспрессируют GFP при наличие арабинозы в среде, что, од-

нако не наблюдается при очень низких концентрациях арабинозы (<0.1mM), где только

часть популяции экспрессирует GFP (Siegele and Hu, 1997). Результаты экспериментов по

конкуренции плазмидсодержащего штамма MG1655 и его бесплазмидного варианта в се-

рии периодических культур изображены на рис. 4.2.5.

Таким образом, в результате наших экспериментов мы обнаружили удивительный

факт, что снижение скорости роста плазмидсодержащих клеток из-за присутствия плаз-

мидной ДНК pGLO происходит пропорционально экспрессии гена gfp, клонированного на

плазмиде. Это и есть основной результат этой части.
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Рис. 4.2.5. Зависимость селективного преимущества бесплазмидных клеток, характе-
ризуемого параметром � , от различного уровня экспрессии клонированного в плазмиде
pGLO гена gfp. Верхний график - экспрессия, пересчитанная на плазмидсодержащую
клетку, нижний график - экспрессия, пересчитанная на ед. опт. плотности плазмидной по-
пуляции.

Две особенности нашего эксперимента, однако, хотелось бы отметить. Во-первых,

экспериментально измеряемая экспрессия плазмидных генов, хотя в целом и оказалась

пропорциональной концентрации арабинозы, тем не менее, обладает достаточно большой
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дисперсией (рис. 4.2.6). Это означает, что не всегда добавление фиксированного ко-

личества индуктора будет вызывать определенный уровень экспрессии плазмидных генов,

а, следовательно, для выяснения зависимости селективного коэффициента от эф-

фективности экспрессии плазмидных генов экспериментатор обязательно должен изме-

рять уровень экспрессии, а не использовать концентрацию индуктора как показатель экс-

прессии плазмидных генов, что было, например, проделано в работе (Nguyen et al., 1989).

Рис. 4.2.6. Зависимость среднего уровня экспрессии гена gfp в стационарной фазе пе-
риодической культуры плазмидсодержащего штамма E. coli MG1655 от концентрации
арабинозы в среде.

Заметим, также, что, так как один пассаж проводился в течение суток (засев, рост,

стационарная фаза и следующий засев на свежую среду), измеряемый с помощью урав-

нения (4.2.11) селективный коэффициент �  включает в себя не только разницу в скоро-

стях роста плазмидных и бесплазмидных клеток (что обычно измеряется в хемостате), но

и разницу в лаг-фазе и выживаемости в стационарной фазе плазмидсодержащих и бес-

плазмидных клеток (см. например (Demma, 2001; Ganusov and Brilkov, 2001; Smith and

Bidochka, 1998)).

Для подтверждения того, что увеличение селективного коэффициента при высокой

эффективности экспрессии гена gfp связано с изменением удельной скорости роста плаз-

мидсодержащих клеток, мы измерили скорость роста плазмидного штамма в лог-фазе при
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разном уровне экспрессии GFP. Аналогичная линейная зависимость стоимости плазмиды

от  была обнаружена (рис. 4.2.7).

Рис. 4.2.7. Связь уровня селекции, направленного против плазмидсодержащих клеток
и характеризуемого отношением максимальных скоростей роста плазмидной и бес-
плазмидной популяций ( ), измеренного в периодической культуре, и различ-
ной эффективности экспрессии клонированного в плазмиде pGLO гена gfp.

Два дополнительных доказательства также поддерживают нашу гипотезу, что сни-

жение удельной скорости роста плазмидсодержащих клеток пропорционально эффек-

тивной экспрессии клонированных в плазмиде генов. Одно следует из работы (Duetz and

van Andel, 1991), где селективный коэффициент может быть определен по приведенным

данным при разных скоростях протока среды в хемостате (при лимитировании сукцина-

том), и где уровень экспрессии одного из ферментов (C230), позволяющего метаболизи-

ровать тяжелые углеводороды (например, кселин и толуол), был также измерян. Зависи-

мость стоимости плазмиды от эффективности экспрессии также как и в наших экспери-

ментах со статистической достоверностью описывается линейной регрессией (рис. 4.2.8).

Похожий результат был получен в работе (Bentley et al., 1990), где максимальная

удельная скорость роста бактериального штамма E.coli RR1, содержавшего плазмиду

pBR329 (ampr, camr и tetr), негативно коррелировала с эффективностью экспрессии гена cat

(хлорамфеникол-ацетил-трансфераза) при выращивании бактерий на разных средах в при-
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сутствии разных концентраций хлорамфеникола (Bentley et al., 1990).

Рис. 4.2.8. Зависимость селективного преимущества бесплазмидных клеток, характе-
ризуемого параметром � , от различного уровня экспрессии генов плазмиды pWW0 (обра-
ботано из (Duetz and van Andel, 1991)).

Суммируя, в наших эксперименте мы, таким образом, обнаружили, что относительная

разница в общей приспособленности плазмидсодержащих штаммов микроорганизмов и

изогенных бесплазмидных клеток (измеряемая селективным коэффициентом) пропорцио-

нальна эффективности экспрессии генов, клонированных в плазмиде.
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З А К ЛЮ Ч Е Н И Е

Развитие новых экспериментальных методов и повышение точности эксперимен-

тальных данных способствует все большему внедрению техники количественного моде-

лирования в естественные науки, как, например в биологию. В предложенной диссертации

с помощью математических моделей мы проанализировали популяционную динамику

штаммов микроорганизмов, содержащих рекомбинантные плазмиды, при различных ус-

ловиях управляемого культивирования. Главной особенностью разработанных математи-

ческих моделей является учет наличия нескольких копий плазмиды в одной бактериаль-

ной клетке, что до настоящего времени не было рассмотрено в деталях. Мы обнаружили,

что присутствие в клетке микроорганизмов нескольких копий плазмиды (копийность

плазмиды) является важной биологической характеристикой, которая радиальным обра-

зом влияет на стабильность рекомбинантных штаммов при длительном культивировании.

С помощью модели, описывающей популяционную динамику многокопийных микроор-

ганизмов, мы, например, смогли объяснить ранее наблюдаемый эффект снижения селек-

тивного преимущества бесплазмидных клеток при длительном культивировании в хемо-

стате, связанный (по модели) со снижением среднего числа копий плазмиды в клетках

микроорганизмов. Этот подход к изучению динамики плазмиднесущих бактерий также

позволил нам исследовать вопрос как эффективность экспрессии клонированных в плаз-

миде генов влияет на стабильность плазмидсодержащих штаммов микроорганизмов при

их длительном культивировании. Мы обнаружили, что “стоимость” рекомбинантных

плазмид, измеряемая селективным коэффициентом, пропорциональна уровню экспрессии

плазмидных генов, а также показали, что нестабильность генноинженерных микроорга-

низмов при различных протоках при культивировании в хемостате связана в основном с

увеличением селективного преимущества бесплазмидных клеток и возможным повыше-

нием вероятности образования бесплазмидной клетки при делении плазмидсодержащей

популяции. Несмотря на эти интересные результаты, предложенная модель является толь-

ко первым шагом к пониманию всех сложностей взаимодействия плазмид микроорганиз-

мов и их клеток-хозяев, шагом, который по нашему мнению, не должен быть последним.
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О С Н О В Н Ы Е  Р Е З У Л Ь Т А Т Ы  И  В Ы В О Д Ы

1. Предложен новый теоретический подход, основанный на уравнении непрерыв-

ности, позволяющий описывать динамику численности многоплазмидных многоко-

пийных штаммов микроорганизмов в различных условиях культивирования. На осно-

вании предложенного теоретического подхода, построена и проанализирована матема-

тическая модель популяционной динамики многокопийных плазмид с учетом негативного

контроля репликации плазмид, кинетической и сегрегационной нестабильности рекомби-

нантных плазмид микроорганизмов.

2. С помощью математической модели показано, что вид зависимости удельной ско-

рости роста и эффективности экспрессии плазмидных генов от копийности практически

не влияет на квазистационарное распределение плазмид по клеткам, а определяется толь-

ко механизмом негативного контроля копийности. При этом наличие экспрессии плазмид-

ных генов приводит к большей скорости элиминации плазмид из хемостата, чем без нее.

3. Показано, что время полуэлиминации плазмид в популяции нестабильного ре-

комбинантного штамма в хемостате не зависит от максимального числа копий плазмиды в

клетке, а определяется только средним временем генерации микробной популяции, ско-

ростью потери плазмид клеткой и уровнем селективного давления на плазмидсодержащий

штамм.

4. Впервые теоретически объяснен эффект снижения селективного давления на попу-

ляцию многокопийного генноинженерного штамма, связанный со снижением среднего

числа копий плазмиды в клетках. Продемонстрировано, что удельная скорость роста по-

пуляции плазмидсодержащих микроорганизмов нелинейно зависит от числа копий плаз-

миды в клетках. Показано, что вариация клеточного объема в популяции плазмидсодер-

жащего штамма является важной компонентой, определяющей сегрегационную стабиль-

ность плазмид.

5. Основываясь на простой модели Левина-Стюарта, разработаны два метода оценки

параметров плазмидсодержащих штаммов микроорганизмов, а именно селективного ко-

эффициента �  и вероятности потери плазмиды плазмидсодержащей клеткой при делении

�
� . Показано, что нестабильность генноинженерных штаммов микроорганизмов при низ-

ких удельных скоростях разбавления среды в хемостате связана в основном с увеличением

селективного преимущества бесплазмидных клеток, при этом также отмечено увеличение

сегрегационной стабильности плазмид при низких D.
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6. Предложена и проанализирована модель эффективности экспрессии катаболит-

чувствительных генов плазмиднесущих микроорганизмов. Показано, что селективное

преимущество рекомбинантных штаммов зависит от скорости протока среды при культи-

вировании в хемостате. Впервые объяснен эффект увеличения экспрессии люминес-

центных генов плазмиды pPHL-7 при низких скоростях роста популяции рекомбинант-

ного штамма E.coli Z905.

7. В экспериментах с рекомбинантным штаммом MG1655, содержащего клониро-

ванный ген gfp на плазмиде pGLO (gfp+, ampr), обнаружена линейная связь между селек-

тивным коэффициентом α, характеризующим популяционную “стоимость” плазмиды, и

эффективностью экспрессии гена gfp.
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